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I Einleitung  1
I EINLEITUNG 
 
Maligne Neoplasien stellen in den industrialisierten Ländern weiterhin die zweithäufigste 
Todesursache nach Erkrankungen des Herz-Kreislaufsystems dar. Das Statistische Bundesamt 
Deutschland berichtete für das Jahr 2006 eine Gesamtzahl von 211.523 Todesfällen infolge 
bösartiger Krebserkrankungen. Dies entspricht einem prozentualen Anteil von 25,7% aller 
Todesfälle. Folglich stirbt derzeit jeder 4. Einwohner Deutschlands an einem Krebsleiden. 
Ähnliche Zahlen gelten laut National Cancer Institute (NCI) auch für die USA.  
 
Der Begriff „Krebs“ [karkinos (griech.)] wurde vor über 2500 Jahren von Hippokrates 
geprägt, den geschwollene Venen in der Umgebung eines Brustgeschwürs an die Beine eines 
Krebses erinnerten. Er führte die Entwicklung von Krebs auf ein Ungleichgewicht der 
Körpersäfte mit Überwiegen von schwarzer Galle zurück. Dank intensiver 
Forschungsaktivitäten weiß man heute, dass die Karzinogenese ein äußerst komplexer Prozess 
ist, der in mehreren Schritten verläuft und eine Aneinanderreihung genetischer 
Veränderungen beinhaltet, die die Transformation von Normalgewebe zum bösartigen Tumor 
steuern (Nowell, 1976; Vogelstein and Kinzler, 1993). Mit dem exponentiellen 
Wissensanstieg in den letzen 30 Jahren haben sich auch die Therapiekonzepte 
weiterentwickelt. Man betrachtet Krebs heute als eine Krankheit, die drei Kompartimente 
umfasst, nämlich die Tumorzellen, das Tumorgefäßsystem und das Tumorstroma (Jain, 1990). 
Hierdurch bieten sich verschiedene therapeutische Angriffspunkte. Während chirurgische 
Maßnahmen, Chemotherapie und Bestrahlung - als klassische Grundpfeiler der 
herkömmlichen Tumortherapie - die Tumorzellen selbst zum Ziel haben, wurden in den 
letzten Jahren zunehmend Medikamente und Behandlungsmethoden entwickelt, die sich 
gegen die Gefäße oder das Tumorstroma richten (Eichhorn et al., 2004a; Ferrara and Kerbel, 
2005). Trotz experimenteller Fortschritte und Marktzulassung neuartiger Therapeutika wie 
z.B. Avastin (Bevacizumab), ein Antikörper gegen Vascular Endothelial Growth Factor, 
besteht weiterhin ein großer Forschungsbedarf, um in Zukunft eine erfolgreichere Behandlung 
maligner Tumore zu ermöglichen (Kramer and Lipp, 2006). 
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1. 
1.1 
Das Tumorblutgefäßsystem 
Tumorangiogenese 
 
1971 postulierte Judah Folkman erstmals, dass das Wachstum solider Tumore abhängig ist 
von der Ausbildung eines funktionstüchtigen Tumorgefäßsystems (Folkman, 1971). Bis zu 
diesem Zeitpunkt war zwar in zahlreichen Studien ein Zusammenhang zwischen Tumor-
progression und der Entwicklung neuer Blutgefäße beschrieben worden, man ging jedoch 
davon aus, dass es sich hierbei um eine Art Entzündungs- oder Abwehrreaktion des 
Organismus handeln würde (Ide et al., 1939; Algire and Chalkley, 1945; Feigin, 1958). 
Folkmans Hypothese hingegen basierte auf den Ergebnissen einer Reihe von in vitro und  
in vivo Experimenten vornehmlich aus den 1960-er Jahren (Folkman, 1963; Folkman et al., 
1966; Gimbrone, Jr. et al., 1969). In diesen konnte gezeigt werden, dass die Versorgung eines 
malignen Zellklons mit Nährstoffen durch Diffusion maximal bis zu einer Größe von 1-2 
Kubikmillimetern möglich ist. Unterbleibt darüber hinaus eine Neovaskularisation des 
Tumorgewebes, so wird in der Regel die hohe Zellproliferation durch einen zunehmenden 
Zelluntergang ausgeglichen, was letztendlich zu einem Wachstumsstillstand führt. Der Tumor 
verharrt dann in einem scheinbar „schlafenden“ Zustand, der auch als tumor dormancy 
bezeichnet wird und unter Umständen jahrelang andauern kann (Gimbrone, Jr. et al., 1972; 
Brem et al., 1976; Folkman and Kalluri, 2004).  
In den vergangenen drei Jahrzehnten konnte Folkmans Hypothese bestätigt werden (Folkman, 
1990). Es gilt mittlerweile als allgemein anerkannt, dass die Tumorangiogenese, d.h. die 
Einsprossung neuer Blutgefäße aus dem bereits existierenden Gefäßsystem heraus, eine 
Schlüsselrolle in der Entstehung, Progression und Metastasierung maligner Tumore 
einnimmt. Es konnte gezeigt werden, dass der äußerst komplexe Angiogeneseprozess von 
einer Subpopulation maligner Zellen in einem frühen Entwicklungsstadium des Tumorzell-
verbandes induziert wird (Folkman et al., 1989; Kandel et al., 1991). Warum einige Zellen 
plötzlich den ruhenden Zustand verlassen und eine angiogene Aktivität entwickeln ist 
weiterhin nicht vollständig geklärt. Folkman prägte für dieses Geschehen den Begriff  
Angiogenic Switch. Hierunter kann man sich modellhaft eine Art „Kippschalter-
Mechanismus“ vorstellen, der durch Aktivatoren der Angiogenese einerseits (z.B. basic- und 
acidic Fibroblast Growth Factor, Vascular Endothelial Growth Factor) und Inhibitoren 
andererseits (z.B. Interferon α, Plättchenfaktor 4, Angiostatin) kontrolliert wird (s. Abb. 1). 
Während der tumor dormancy überwiegen die Inhibitoren oder es besteht ein Gleichgewicht 
zwischen beiden Seiten. Wird dieses Gleichgewicht zugunsten der Angiogenese verschoben, 
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kommt es zu einer raschen Ausbildung von Tumorgefäßen (Folkman, 1995; Hanahan and 
Folkman, 1996; Naumov et al., 2006). Das neu entstandene Gefäßnetzwerk sichert fortan 
nicht nur die Versorgung des Tumors mit Sauerstoff und Nährstoffen, sondern fördert auch 
über die Produktion von Wachstumsfaktoren (z.B. Insulin-like Growth Factor I, bFGF) im 
Sinne einer parakrinen Stimulation das Tumorwachstum (Hamada et al., 1993; Nicosia and 
Villaschi, 1999). Dies äußert sich in einer exponentiellen Größenzunahme und raschen 
Metastasierung des Tumors nach suffizienter Neovaskularisation. 
 
 
Aus
Ein
Aktivatoren Inhibitoren
Angiogenese
bFGF
aFGF
VEGF 
u.a.
Thrombospondin-1
Interferon
Angiostatin
u.a.
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 1: Modell des Angiogenic Switch nach Hanahan & Folkman. 
Der Angiogeneseprozess wird hypothetisch durch eine Art „Kippschalter-
Mechanismus“ reguliert, der von Aktivatoren und Inhibitoren der 
Angiogenese gesteuert wird. Überwiegen die Inhibitoren, so ist der 
Schalter auf „Aus“ gestellt, d.h. es findet keine Angiogenese statt. Kommt 
es nun z.B. unter dem Einfluss verschiedener Onkogene oder 
Milieuveränderungen zu einem Überwiegen von Aktivatoren, so kippt der 
Schalter auf die Position „Ein“ und der Angiogeneseprozess beginnt.   
 
 
1.2 Besonderheiten der Tumorgefäße und der Tumormikrozirkulation 
 
Zahlreiche Studien über den Aufbau des Tumorgefäßsystems und die Pathophysiologie der 
Tumormikrozirkulation stammen aus dem Institut für Chirurgische Forschung der Lugwig-
Maximilians-Universität München (Asaishi et al., 1981; Endrich et al., 1982a; 1982b; Oda et 
al., 1984; Hammersen et al., 1985; Endrich et al., 1988). Mittels intravitalmikroskopischer 
und histologischer Untersuchungen am amelanotischen Melanom des Hamsters (A-Mel-3)  
konnte ein stadienabhängiges Bild der Tumorangiogenese und der intratumoralen 
Hämodynamik gezeichnet werden.  
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Bereits innerhalb von 24 Stunden nach Transplantation der Tumorzellen treten strukturelle 
Veränderungen der Wirtsgefäße auf in Form einer lokalen Vasodilatation mit einer 
resultierenden Hyperämisierung des Wirtsgewebes. Bei diesen frühen Veränderungen handelt 
es sich um unspezifische Reaktionen, die ebenso bei posttraumatischen und entzündlichen 
Prozessen beobachtet werden können (Algire and Chalkley, 1945; Witte and Goldenberg, 
1967; Warren et al., 1978). Erste tumoreigene Gefäßstrukturen entstehen nach ca. 72 Stunden 
durch Aussprossung präformierter Gefäße im Randbereich des Tumors. Im weiteren Verlauf 
wird der nun rasch wachsende Tumor zunehmend vaskularisiert.  
Zwischen den neu gebildeten Tumorgefäßen und den Gefäßen im Normalgewebe bestehen 
erhebliche Unterschiede (Jain, 1988). Im Vergleich zu reifen Gefäßen, die sich unter 
physiologischen Bedingungen in einem ruhenden Zustand befinden, besitzen die 
Endothelzellen in angiogenetischen Gefäßen einen über 50-fach erhöhten Proliferationsindex 
(Denekamp and Hobson, 1982). Dies führt zum Vorkommen vieler unreifer Endothelzellen in 
den Tumorgefäßen mit Auswirkungen auf die Regulation von Immun-, Entzündungs- und 
Gerinnungsprozessen (Fajardo, 1989). Das angiogenetische Gefäßnetzwerk hat eine 
chaotische Architektur mit Kalibersprüngen, Aussackungen und Schlängelung von Gefäßen. 
Die Auskleidung der Tumorgefäße ist durch zahlreiche Endothellücken gekennzeichnet. 
Diese endothelialen Lücken führen zu einer gesteigerten Permeabilität für Makromoleküle 
(Dvorak et al., 1988; Hashizume et al., 2000). Durch den Austritt von Plasmaproteinen erhöht 
sich der onkotische Druck im Tumorinterstitium und es kommt zu einer Hämokonzentration 
mit Steigerung des Perfusionswiderstandes aufgrund von transkapillären Flüssigkeits-
verlusten. Während in den frühen Entwicklungsstadien eine hohe intratumorale Gefäßdichte 
vorliegt, verringert sich die Anzahl der Gefäße bezogen auf die Zellmasse im Laufe der 
Tumorexpansion (Endrich et al., 1982b; 1988). Durch den zunehmenden Abstand zwischen 
den einzelnen Kapillaren und die hierdurch bedingte Verlängerung der Diffusionsstrecke kann 
vor allem in den zentralen Tumorbereichen die Versorgung nicht mehr gewährleistet werden. 
Die genannten Faktoren führen zu einer starken Heterogenität der Tumorperfusion mit 
Auftreten von Hypoxie, Azidose und Tumorzellnekrosen insbesondere im Tumorzentrum 
(Jain, 1988; Netti et al., 1996; Vaupel, 2004). Darüber hinaus findet man auf 
angiogenetischen Endothelzellen ein verändertes Expressionsmuster spezifischer 
Oberflächenmoleküle wie z.B. VEGF und VEGF-Rezeptoren, Integrine, Tie1/2-Rezeptoren 
etc., die eine Abgrenzung zu reifen Gefäßen erlauben können (Bloemendal et al., 1999; 
Brekken et al., 2002).  
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Der zeitliche Ablauf der geschilderten Veränderungen sowie die morphologischen 
Besonderheiten des neuen Gefäßsystems variieren hierbei je nach Tumortyp und 
Wachstumsmuster (Shubik, 1982). Das A-Mel-3 Melanom ist charakterisiert durch eine sehr 
frühe Induktion des Angiogeneseprozesses und eine ausgeprägte Neovaskularisation.  
 
1.3 Die Rolle von Thrombozyten in der Tumormikrozirkulation 
 
Bereits 1865 erkannte Trousseau, dass ein Zusammenhang zwischen Tumoren und dem 
Auftreten von Thrombosen besteht (Trousseau, 1865). Heute weiß man, dass es im Rahmen 
maligner Grunderkrankungen auf verschiedenen Wegen und Ebenen zu einer Aktivierung des 
hämostatischen Systems kommt (Caine et al., 2002; Lip et al., 2002). Betroffen sind hiervon 
sowohl plasmatische Gerinnungsfaktoren, als auch korpuskuläre Blutbestandteile (Falanga et 
al., 2003). So konnte beispielsweise gezeigt werden, dass Patienten in fortgeschrittenen 
Tumorstadien häufig Thrombozytenanomalien und einen erhöhten Thrombozytenumsatz 
aufweisen (Scialla et al., 1979; Blann et al., 2001). Gesteigerte Thrombozytenzahlen gelten 
als ein unabhängiger Indikator für eine schlechtere Prognose (Pedersen and Milman, 1996). 
Eine entscheidende Beteiligung von Thrombozyten bei der Metastasierung von Tumorzellen 
wurde mehrfach nachgewiesen (Gasic et al., 1968; Pearlstein et al., 1984; Janowska-
Wieczorek et al., 2005). Hierbei sind verschiedenen Mechanismen involviert: Thrombozyten 
können sich an zirkulierende Tumorzellen binden und diese vor einer immunvermittelten 
Zerstörung schützen (Nieswandt et al., 1999). Die Adhäsion der Tumorzellen an das Endothel 
wird erleichtert und somit ihre metastatische Absiedelung begünstigt (Poggi et al., 1993). 
Darüber hinaus wurden Thrombozyten als ein Hauptspeicherort für proangiogene 
Wachstumsfaktoren, z.B. VEGF, Angiopoietin-1 und PDGF identifiziert. Durch Freisetzung 
dieser Faktoren können Thrombozyten Einfluss auf das Überleben und die Proliferation 
sowohl von Tumorzellen als auch von Endothelzellen nehmen (Browder et al., 2000b). 
 
Die Rolle von Thrombozyten im Rahmen der Tumorangiogenese wurde in den letzen Jahren 
kontrovers diskutiert. Einige Autoren sehen eine funktionelle Verbindung zwischen der 
Angiogenese und der intratumoralen Gerinnung (Pinedo et al., 1998; Sierko and 
Wojtukiewicz, 2004). So erlauben die neu gebildeten Tumorgefäße durch ihre erhöhte 
Permeabilität einen Austritt plasmatischer Gerinnungsfaktoren in den extravaskulären Raum, 
wo prokoagulatorisch wirksame Strukturen in der Lage sind, die Gerinnungskaskade zu 
starten. Weiterhin bieten angiogenetische Gefäße durch Freilegung thrombogener Strukturen 
I Einleitung  6
an den endothelialen Lücken mögliche Bindungsstellen für zirkulierende Thrombozyten. In 
Verbindung mit den pathophysiologischen Besonderheiten der Tumormikrozirkulation werde 
hierdurch die Entstehung lokaler Mikrothromben gefördert. Dies wiederum habe die 
Freisetzung der gespeicherten Wachstumsfaktoren und somit eine Induktion des 
Angiogeneseprozesses zur Folge (Banks et al., 1998; Arisato et al., 2003). 
Andererseits setzten aktivierte Thrombozyten aber auch antiangiogene Faktoren frei, die die 
Proliferation von Endothelzellen und somit den Angiogeneseprozess hemmen können. Hierzu 
zählen beispielsweise Plättchenfaktor 4, Thrombospondin und PAI-1 (Browder et al., 2000b; 
Staton and Lewis, 2005). Darüber hinaus konnte vor wenigen Jahren in einer Studie unserer 
Arbeitsgruppe überraschenderweise gezeigt werden, dass selbst nach hinreichender 
Stimulation des Tumorendothels in vivo keine wesentlichen Thrombozyten-
Endothelinteraktionen im Verlauf der Angiogenese von zwei unterschiedlichen 
Tumorzelllinien auftreten (Manegold et al., 2003). 
Aufgrund dieser kontroversen Vorstellungen werden derzeit unterschiedliche Konzepte bei 
der Therapie maligner Tumore verfolgt. Während einige Forschungsgruppen versuchen, das 
Tumorwachstum durch Hemmung des Gerinnungssysnetems und insbesondere der 
Thrombozytenaggregation aufzuhalten (Amirkhosravi et al., 2003; Falanga, 2004), sehen 
andere gerade in der gezielten Induktion einer intravasalen Gerinnung eine Therapieoption 
(Dienst et al., 2005; Narazaki and Tosato, 2005) 
 
2. 
2.1 
Antivaskuläre Therapiestrategien 
Grundlagen antivaskulärer Therapien 
 
Mit der Erkenntnis, dass die Entwicklung und die Streuung maligner Tumore entscheidend 
von der Ausbildung eines versorgenden Gefäßnetzwerks abhängig sind, wurde erstmals auch 
der Gedanke geäußert, dass die Inhibition der Tumorneovaskularisation eine therapeutische 
Option bei der Tumorbehandlung darstellen könnte (Folkman, 1971). Die genaue Erforschung 
der anatomischen und funktionellen Besonderheiten des Tumorgefäßsystems trug hierbei 
entscheidend zu der Entwicklung neuer Therapiestrategien bei. Im Rahmen konventioneller 
Therapieformen, die primär gegen die Tumorzellen gerichtet sind, stellt die Pathophysiologie 
der Tumormikrozirkulation wie zum Beispiel die heterogene Perfusion, die erhöhte 
Permeabilität und die zentrale Hypoxie ein Problem dar, welches den Therapieerfolg häufig 
erheblich limitiert (Jain, 1990; Denekamp, 1999). Im Gegensatz dazu sieht ein antivaskuläres 
Therapiekonzept das Gefäßsystem als „Achillesferse“ in der Tumorbehandlung und macht 
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sich dessen Besonderheiten zunutze (Denekamp, 1993). So ermöglichen die Unterschiede 
zwischen angiogenetischen und reifen Gefäßen einen selektiven Angriff auf das 
Tumorgefäßsystem. 
 
Im Rahmen antivaskulärer Therapiestrategien können zwei unterschiedliche Konzepte 
verfolgt werden (s. Abb. 2) (Denekamp, 1993; Los and Voest, 2001; Eichhorn et al., 2004a). 
Dabei handelt es sich zum einen um das von Folkman postulierte Konzept der 
„Antiangiogenese“ (Folkman, 1971). Diese Therapieform sieht eine Inhibition des 
Angiogeneseprozesses und somit der Bildung neuer Blutgefäße vor. Bereits existierende 
Tumorgefäße werden hierbei nicht angegriffen. Aus diesem Grund wirkt eine anti-
anigogenetische Therapie im Wesentlichen zytostatisch und könnte hierdurch eine 
Wachstumsverzögerung bzw. eine Verlängerung der tumor dormancy bewirken. Im 
Gegensatz dazu zielt Denekamp mit ihrem Konzept des Vascular Targeting auf eine 
Destruktion des bereits etablierten Tumorgefäßsystems ab (Denekamp, 1984). Durch den 
möglichen zytotoxischen Effekt dieser Therapieform könnte es zu einer stärkeren 
Wachstumsverzögerung oder sogar zu einer Tumorregression kommen.  
 
Antivaskuläre Tumortherapie 
Anti- Angiogenese
(J. Folkman)
Inhibition der Bildung
neuer Blutgefäße
zytostatischer Effekt
Destruktion der
etablierten Tumorgefäße
zytotoxischer Effekt
Starke Wachstumsverzögerung
Tumorregression
Wachstumsverzögerung
Tumor dormancy ↑
Vascular Targeting
(J. Denekamp)
 
(mod. nach Eichhorn et al.; Drug Resist Updat 7: 125-138, 2004) 
 
 
 
 
 
Abb. 2: Im Rahmen antivaskulärer Therapiestrategien lassen sich zwei Konzepte 
unterscheiden. Während bei der „Antiangiogenese“ (Folkman, 1971) die Bildung 
neuer Gefäße inhibiert werden soll, sieht das  Konzept des „Vascular Targeting“ 
(Denekamp, 1984) eine Destruktion der bereits etablierten Tumorgefäße vor. 
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Eine Therapie, die gegen das Tumorgefäßsystem gerichtet ist, hat theoretisch verschiedene, 
wesentliche Vorteile gegenüber bisher etablierten Therapieformen (Burrows and Thorpe, 
1994; Eichhorn et al., 2004a): 
Da alle soliden Tumore unabhängig von ihrem histologischen Erscheinungsbild eine 
Angiogenese induzieren, könnte durch eine antivaskuläre Therapie ein weites Wirkspektrum 
erreicht werden. Zudem bietet der direkte Angriff von Endothelzellen den Vorteil, dass 
Wirksubstanzen nicht erst eine Barriere überwinden müssen, um an ihr Ziel zu gelangen. Im 
Tumor ist eine Vielzahl von Zellen von der Versorgung durch ein einzelnes Gefäß abhängig, 
so dass eine antivaskuläre Therapie äußerst effektiv sein könnte (Denekamp, 1986; 1999). 
Hinzu kommt, dass der Angiogeneseprozess physiologischerweise beim Erwachsenen nur 
unter speziellen Bedingungen stattfindet. Zu diesen zählen der Menstruationszyklus und die 
Wundheilung (D'Amore and Thompson, 1987). Es ist also damit zu rechnen, dass eine 
Therapie, die sich gegen angiogenetische Gefäße richtet, eine hohe Selektivität aufweist und 
somit evtl. geringere Nebenwirkungen hat. Da Endothelzellen genetisch stabil sind, ist eine 
antivaskuläre Therapie möglicherweise weniger anfällig für die Entwicklung von Resistenzen 
(Kerbel, 1991; Boehm et al., 1997). 
 
2.2 Vascular Targeting mit kationischen Liposomen 
 
Die grundlegende Strategie beim Vascular Targeting beruht auf einer selektiven Zerstörung 
des Tumorgefäßsystems unter Schonung der übrigen Gefäße des Organismus. Die 
Vorraussetzung für eine systemische Vascular Targeting Therapie besteht in der gezielten 
Anreicherung von Wirksubstanzen in den Tumorgefäßen nach intravenöser Applikation. In 
den letzen Jahren haben sich zahlreiche Arbeitsgruppen mit der Entwicklung so genannter 
Vascular Targeting Agents (VTA) bzw. Vascular Disrupting Agents (VDA) beschäftigt 
(Thorpe, 2004; Eichhorn et al., 2004a; Gaya and Rustin, 2005).  
Hierbei haben Liposomen zunehmend an Bedeutung gewonnen, da gezeigt werden konnte, 
dass insbesondere Liposomen mit einer positiven Oberflächenladung über sog. Targeting- 
Eigenschaften verfügen, indem sie sich nach systemischer Gabe selektiv am Tumorendothel 
anreichern (Thurston et al., 1998).  
 
Liposomen sind sphärische Vesikel, die aus einer lipophilen Phospholipid-Doppelmembran 
und einem hydrophilen Kompartiment im Inneren bestehen. Aufgrund ihrer Struktur-
eigenschaften eignen sie sich hervorragend als Transportmedium sowohl für wasserlösliche 
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als auch für fettlösliche Stoffe (Ostro and Cullis, 1989). Durch Enkapsulierung in Liposomen 
konnte für eine Vielzahl von Medikamentenklassen, z.B. Chemotherapeutika, Antibiotika, 
Impfstoffe etc., eine verbesserte Wirksamkeit und Verträglichkeit erzielt werden (Lasic, 
1998). Je nach Zusammensetzung der Lipidkomponenten kann die Oberflächenladung der 
Liposomen und damit ihre pharmakokinetische Eigenschaft variiert werden (Lian and Ho, 
2001).  
Kationische Liposomen reichern sich nach systemischer Gabe bevorzugt in den 
Tumorgefäßen an und werden in die Endothelzellen aufgenommen (Thurston et al., 1998; 
Campbell et al., 2002; Krasnici et al., 2003). Es handelt sich hierbei um ein ladungs-
abhängiges Phänomen, welches unter Verwendung neutraler oder anionischer Liposomen 
nicht beobachtet werden konnte. Die intratumorale Verteilung der Liposomen wird durch die 
Höhe der positiven Ladung beeinflusst, wobei eine Steigerung der Gesamtladung mit einer 
zunehmenden Akkumulation der Liposomen im vaskulären Kompartiment des Tumors 
einhergeht (Campbell et al., 2002; Dass and Choong, 2006). 
Der genaue Mechanismus dieser ladungsvermittelten Interaktion ist bislang noch nicht 
eindeutig identifiziert worden. In einem Hirntumor-Modell wurden entlang des Endothels 
unregelmäßige anionische Areale anhand der Verteilung von kationischen Ferritinpartikel 
identifiziert (Vincent et al., 1988). Zusätzlich konnte in vitro auf proliferierenden 
Endothelzellen im Vergleich zu ruhenden Endothelzellen eine Hochregulierung negativ 
geladener Membranmoleküle beobachtet werden (Augustin et al., 1994). Auch Thorpe und 
Mitarbeiter haben in verschiedenen Tumoren eine gesteigerte Expression anionischer 
Phospholipide auf dem Tumorendothel nachgewiesen (Ran et al., 2002; 2005). Diese negativ 
geladenen Strukturen könnten Bindungsstellen für kationische Liposomen darstellen. 
 
2.3 Paclitaxel enkapsuliert in kationische Liposomen (EndoTAG®-1) 
 
Die Targeting-Eigenschaften kationischer Liposomen macht man sich zunutze, um 
antiproliferative Wirkstoffe gezielt an das Tumorendothel zu transportieren. In diesem Sinn 
wurde Paclitaxel für eine antivaskuläre Therapie solider Tumore in kationische Liposomen 
enkapsuliert. Die dabei entstehende Formulierung trägt den Namen EndoTAG®-1. 
 
Paclitaxel, ein in der Rinde verschiedener Eibenarten vorkommender chemischer Stoff, gehört 
zur Gruppe der Taxane. Durch abnorme Stabilisierung und Abbauhemmung der Mikrotubuli 
des Spindelapparates entfaltet Paclitaxel eine antimitotische Wirkung (Bartsch, 2005). 
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Aufgrund dieser Eigenschaft wird es derzeit unter dem Markennamen Taxol® (Bristol-Myers 
Squibb, New York, USA) als Chemotherapeutikum bei einer Vielzahl fortgeschrittener 
maligner Tumore, unter anderem Ovarial- und Mammakarzinom, nicht kleinzelliges 
Lungenkarzinom, Melanom und Tumore im Kopf-Hals Bereich, eingesetzt (Rowinsky and 
Donehower, 1995; Rowinsky, 1997). Zusätzlich konnte gezeigt werden, dass Paclitaxel auch 
auf proliferierende Endothelzellen im Tumor wirkt und hierdurch eine antivaskuläre Wirkung 
entfaltet (Belotti et al., 1996).  
Paclitaxel weist als hydrophober Stoff eine geringe Wasserlöslichkeit auf und muss daher für 
den klinischen Gebrauch in einer Mischung aus Cremophor EL (Polyethylen-35-Rizinusöl) 
und Ethylalkohol gelöst werden. Der Lösungsvermittler Cremophor EL ist für das Auftreten 
schwerwiegender allergischer und neurotoxischen Nebenwirkungen verantwortlich, wodurch 
der Einsatz von Taxol® limitiert wird (Lorenz et al., 1977; Weiss et al., 1990b; Brat et al., 
1992).  Im Rahmen intensiver Bemühungen, die Verträglichkeit von Paclitaxel zu verbessern, 
wurden auch diverse liposomale Formulierungen analysiert. Als stark lipophile Substanz lässt 
sich Paclitaxel gut in die Lipiddoppelmembran von Liposomen enkapsulieren (Straubinger et 
al., 1993). Hierdurch konnten die zuvor beschriebenen toxischen Nebenwirkungen deutlich 
verringert werden (Sharma et al., 1993; Treat et al., 2001).  
 
Unsere Arbeitsgruppe hat sich in den letzten Jahren intensiv mit der Wirkung von Paclitaxel 
enkapsuliert in kationische Liposomen (EndoTAG®-1) auf das Gefäßsystem solider Tumore 
beschäftigt. Hierbei konnte gezeigt werden, dass die Vascular Targeting-Eigenschaften der 
kationischen Liposomen durch die Enkapsulierung von Paclitaxel nicht beeinträchtigt werden. 
Die Therapie mit EndoTAG®-1 führte zu einer signifikanten Retardierung des Wachstums 
und der Metastasierung von subkutan implantierten A-Mel-3 Tumoren verglichen mit 
konventionellem Paclitaxel (Schmitt-Sody et al., 2003). In einer weiteren Reihe von in vivo 
Versuchen gelang Strieth und Mitarbeitern der Nachweis, dass dieser Therapieeffekt 
tatsächlich auf einem Vascular Targeting Mechanismus beruht. Die intravitalmikroskopische 
Analyse der Tumorneovaskularisation offenbarte eine massive Schädigung des Gefäßsystems 
nach wiederholter Therapie mit EndoTAG®-1. Zusätzlich zeigte sich in der histologischen 
Untersuchung nach TUNEL-Färbung eine gefäßassoziierte Apoptose, wohingegen in den 
Kontrollgruppen nur vereinzelt apoptotische Tumorzellen in diffuser Verteilung nachweisbar 
waren (Strieth et al., 2004). Vergleichbare Effekte konnten auch an einem humanen 
Melanommodell nachgewiesen werden. Hier ergab die histologische Analyse der 
intratumoralen Gefäßdichte eine signifikante Reduktion nach wiederholter Therapie mit 
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Paclitaxel enkapsuliert in kationische Liposomen im Vergleich mit konventionellem 
Paclitaxel (Kunstfeld et al., 2003). Diese Untersuchungen haben bestätigt, dass durch 
Enkapsulierung von Paclitaxel in kationische Liposomen die Umstellung von einem bisher 
antitumoralen zu einem antivaskulären Therapieansatz möglich ist. 
 
3. Hypothese und Zielsetzung  
 
In vorausgegangenen Studien unserer Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass eine 
wiederholte Therapie mit Paclitaxel enkapsuliert in kationische Liposomen einen 
antivaskulären Effekt auf A-MEL-3 Tumore hat (Strieth et al., 2004). Die zugrunde liegenden 
Mechanismen sind jedoch weitgehend unbekannt. Eine mögliche Erklärung für die 
beobachteten Effekte, insbesondere unter Berücksichtigung der rheologischen Verhältnisse 
und der Hyperkoagulabilität im Tumor, könnte die Rekrutierung von Thrombozyten mit 
Entstehung intratumoraler Thrombosen darstellen.  
Eine Beteiligung von Thrombozyten beim Vascular Targeting wurde bereits zuvor in 
verschiedenen Veröffentlichungen diskutiert. So konnten unter Therapie mit dem 
kleinmolekularen Wirkstoff ZD6126 ausgeprägte Thrombosen in verschiedenen 
Tumormodellen nachgewiesen werden (Blakey et al., 2002). Auch die antivaskuläre Wirkung 
von Combretastatin A-4-P wurde zum Teil auf einen thrombotischen Verschluss der Gefäße 
zurückgeführt (Tozer et al., 2001; Tozer et al., 2005). Bei einem Liganden-basierten Vascular 
Targeting-Ansatz mit gezielter Anreicherung von Gerinnungsfaktoren im Tumor ist die 
Thrombosierung der Gefäße sogar das erklärte Ziel (Nilsson et al., 2001; Dienst et al., 2005; 
Kessler et al., 2005). Direkte Untersuchungen der intratumoralen Gerinnung und im 
Speziellen der Thrombozyten-Endothelinteraktionen unter antivaskulärer Therapie in vivo 
wurden bisher allerdings nicht durchgeführt.  
Eine Einbeziehung von Thrombozyten erscheint beim Vascular Targeting mit EndoTAG®-1 
aus verschiedenen Gründen durchaus möglich. Durch die Enkapsulierung in kationische 
Liposomen wird Paclitaxel gezielt in das Tumorgefäßsystem transportiert  (Schmitt-Sody et 
al., 2003) und kann dort seine zytotoxische Wirkung an den Endothelzellen entfalten. Die 
hierbei entstehenden Endothelläsionen könnten gemäß der Virchow-Trias den Ausgangspunkt 
einer vermehrten Thrombozytenadhärenz darstellen (Brotman et al., 2004). Darüber hinaus 
gibt es Anhalt dafür, dass die Funktion von Thrombozyten durch kationische Liposomen 
beeinflusst wird. Eichhorn und Mitarbeiter haben die Interaktion positiv geladener Liposomen 
mit Blutzellen untersucht. Hierbei stellte sich heraus, dass es unmittelbar nach intravenöser 
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Applikation zu einer Bindung der Liposomen an Thrombozyten kommt. Dieses Phänomen 
wurde von einer Reduktion der Thrombozytenzahl begleitet (Eichhorn et al., 2004b). Es ist 
vorstellbar, dass Thrombozyten während dieses Vorgangs aktiviert werden. 
 
Während die Okklusion von Tumorgefäßen eine erwünschte Folge antivaskulärer Therapien 
darstellt, muss im Normalgewebe die Integrität der Gefäße unbedingt garantiert werden, um 
schwerwiegende thromboembolische Komplikationen zu vermeiden (Kuenen et al., 2003). 
Um dies zu gewährleisten, sollte bei der Erprobung neuartiger Therapeutika in vorklinischen 
Studien überprüft werden, ob diese ihre antivaskuläre Wirkung auch primär im Tumor 
entfalten. Ziel dieser Arbeit war demnach neben der Analyse der Tumormikrozirkulation und 
der Thrombozyten-Endothelinteraktionen unter Therapie mit EndoTAG®-1 auch der 
Vergleich zwischen Tumor- und Normalgewebe im Hinblick auf die Tumorselektivität der 
erzielten Effekte.  
Hierfür wurden folgende Fragestellungen bearbeitet:  
 
• Werden Thrombozyten in vitro durch EndoTAG®-1 aktiviert? 
 
• Welchen akuten Effekt hat die Gabe von EndoTAG®-1 auf die Mikrozirkulation und 
die Thrombozyten-Endothelinteraktionen im soliden Tumor in vivo?  
 
• Welchen akuten Effekt hat die Gabe von EndoTAG®-1 auf die Mikrozirkulation und 
die Thrombozyten-Endothelinteraktionen im Normalgewebe in vivo? 
 
• Welchen Effekt hat eine wiederholte Gabe von EndoTAG®-1 auf die Thrombozyten-
Endothelinteraktionen im soliden Tumor  in vivo?  
 
• Welchen Effekt hat eine wiederholte Gabe von EndoTAG®-1 auf die Thrombozyten-
Endothelinteraktionen im Normalgewebe in vivo? 
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II MATERIAL UND METHODIK 
 
Die im Folgenden dargestellten tierexperimentellen Untersuchungen wurden mit 
Genehmigung der Regierung Oberbayern im Zeitraum von Februar 2003 bis Mai 2004 am 
Institut für Chirurgische Forschung durchgeführt. 
 
1. 
2. 
2.1 
Versuchstiere und Versuchstierhaltung 
 
Als Versuchstiere dienten männliche Syrische Goldhamster aus dem Inzuchtstamm der Firma 
Charles River (Sulzfeld). Es wurden jeweils 6 Tiere in einem Käfig mit freiem Zugang zu 
Wasser und Standardtrockenfutter (Sniff; Spezialdiäten GmbH, Soest) bei einer 
Umgebungstemperatur von 24° C und einer Luftfeuchtigkeit von 50% im Tierstall des 
Instituts gehalten. Die Beleuchtung erfolgte durch künstliches Licht in einem 12 stündlich 
wechselndem Hell-Dunkel-Rhythmus. 
Das mittlere Gewicht der Tiere betrug 60g (55-65g) für das Modell der transparenten 
Rückenhautkammer (s. 3.1.2.) bzw. 75g (70-80g) für das subkutane Tumormodell (s. 3.1.3.).   
Nach Aufnahme in den Versuch wurden die Hamster in Einzelkäfigen unter Wahrung der 
zuvor genannten Umgebungsbedingungen gehalten. Im Anschluss an die Implantation der 
Tumorzellen erfolgte eine vorübergehende Unterbringung der Tiere in einem Intensivpflege-
Inkubator (Modell 7510, Drägerwerk AG, Lübeck) bei 32° C und einer Luftfeuchtigkeit von 
70% für 2 Tage (subkutane Tumore; vlg. 3.1.3) bzw. 4 Tage (Tumore in der 
Rückenhautkammer; vlg. 3.1.2). 
Als Spendertiere für die Isolierung syngener Thrombozyten (s. 3.2.) dienten ebenfalls 
männliche Syrische Goldhamster (Charles River, Sulzfeld) mit einem Körpergewicht von 
mindestens 100 g, um ein ausreichend hohes Gesamtblutvolumen zur Vereinfachung der 
Thrombozytengewinnung sicherzustellen. 
 
Wirksubstanzen 
 
Im Rahmen der Versuche kamen folgende Substanzen zum Einsatz:  
 
Paclitaxel 
 
Zur Enkapsulierung in Liposomen wurde reines Paclitaxel (Synopharm, Barsbüttel) eingesetzt 
(siehe 2.2.1). Für die Kontrollgruppen wurde Taxol® (Bristol-Myers Squibb, New York, 
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USA) in einer Dosierung von 5 mg/kg KG verwendet. Um gleiche Injektionsvolumina in den 
verschiedenen Therapiegruppen zu gewährleisten, erfolgte eine Verdünnung mit 5 % Glukose 
(B. Braun AG, Melsungen) zu einer resultierenden Konzentration von 0,5 mg Paclitaxel/ml.  
 
2.2 
2.2.1 
Kationische Liposomen und liposomales Paclitaxel (EndoTAG®-1) 
 
Für die Versuche wurden unbeladene kationische Liposomen und mit Paclitaxel beladene 
kationische Liposomen (EndoTAG®-1; Paclitaxeldosis: 0,5mg/ml) mit einer Lipid-
konzentration von je 20 mM hergestellt. Zur Darstellung der Liposomen in der konfokalen 
Laser-Scanning-Mikroskopie wurde eine Fluoreszenzmarkierung mit Rhodamin-haltigem 
Lipid (Rh-DOPE; Avanti Polar Lipids Inc., Alabaster, New York, USA) durchgeführt (siehe 
2.2.1) 
 
Synthese kationischer Liposomen und Enkapsulierung von Paclitaxel 
 
Kationische Liposomen wurden aus 1,2 Dioleyl-3-Trimethylammoniumpropan (DOTAP) und 
1,2 Dioleyl-sn-Glycero-3-Phosphocholin (DOPC;  Avanti Polar Lipids) nach der Film-
Methode (Bangham et al., 1965) hergestellt. Zur Enkapsulierung wurde reines Paclitaxel 
(Synopharm, Barsbüttel) verwendet.  
Zunächst wurden 0,1 mmol DOTAP und 0,1 mmol DOPC (unbeladene kationische 
Liposomen) bzw. 0,1 mmol DOTAP, 0,094 mmol DOPC und 0,006  mmol Paclitaxel 
(Paclitaxel beladene kationische Liposomen)  in 15 ml Chloroform (Merck, Darmstadt) gelöst 
und die entsprechende Mischung in einem Rundkolben behutsam auf 40° C erwärmt. 
Anschließend wurde mit Hilfe eines Rotationsverdampfers das Lösungsmittel unter Vakuum 
abgezogen bis sich ein dünner Lipidfilm gebildet hatte. Um Überreste des Lösungsmittels 
vollständig zu entfernen, wurde der Lipidfilm für 60 Minuten bei 5 mbar getrocknet. Unter 
Zugabe von 10 ml 5% Glukose (B. Braun AG, Melsungen) in das Gefäß kam es zur 
spontanen Bildung multilamellarer Liposomen. Nachdem die Liposomen über Nacht zum 
Quellen belassen wurden, erfolgte eine Extrusion in einem 10 ml Thermobarrel Extruder 
(Northern Lipids Inc, Vancouver, Kanada) bei 30° C. Die Suspension wurde hierbei mittels 
Stickstoff durch eine Polycarbonatmembran mit einer Porengröße von 200 nm gepresst. 
Durch 5-malige Wiederholung des Vorgangs wurde eine hinreichende Homogenisierung der 
Liposomen erreicht. Die Lagerung erfolgte bei 4°C unter dem Schutzgas Argon.  
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Die Herstellung fluoreszierender Liposomen erfolgte nach dem gleichen Prinzip unter 
Verwendung von 0,1 mmol DOTAP, 0,098 mmol DOPC und 0.002 mmol Rhodamin-1,2, 
Dioleyl-sn-Glycero-3- Phosphatidylethanolamin (Rh-DOPE; Avanti Polar Lipids Inc.).  
2.2.2 
3. 
3.1 
Analyse der Liposomen 
 
Die Größenbestimmung der Liposomen erfolge mittels Photonenkorrelationsspektroskopie 
(PCS). Die Messungen wurden mit einem Malvern Zetasizer 3000 (Malvern Instruments, 
Herrenberg) durchgeführt und ergaben ein Zaverage (mittlerer intensitätsgewichteter 
Liposomendurchmesser) von 180-200 nm.  
Der Lipid- und Paclitaxelgehalt der Liposomen wurde anhand High Performance Liquid 
Chromatography (HPLC) mit einem UV/VIS Detektor (Lipid: 205 nm, Paclitaxel: 227 nm; 
Shimadzu Japan) bestimmt. Zur Auftrennung und Quantifizierung der einzelnen 
Komponenten wurde eine C8 LiChrospher 60 PR-select B column (250 x 4mm, 5 µm 
Partikelgröße, Merck, Darmstadt) mit einer C18 pre-column (Merck) eingesetzt. Vor den 
Messungen wurden die Proben im Verhältnis 1:3 mit Tetrahydrofuran (J.T. Baker, 
Phillipsburg, USA) verdünnt. 
Der Anteil fluoreszierender Lipide wurde mittels Fluoreszenzspektroskopie mit einem 
Fluoreszenzdetektor (Jobin-Yvon, Grasbrunn) gemessen. Hierfür wurden die Proben in 
Chloroform (Merck) verdünnt und die Messung bei einer für Rhodamin spezifischen 
Wellenlänge (Anregung: 560 nm, Emission: 580 nm) durchgeführt.  
Weiterhin wurden die Proben auf das Vorhandensein nadelförmiger Paclitaxelkristalle 
(Sharma and Straubinger, 1994) als Zeichen für eine Instabilität der Formulierung untersucht. 
 
Modelle und Methoden 
Tumormodelle  
 
Zur Klärung der Fragestellung wurden Versuche an verschiedenen Tumormodellen 
durchgeführt. Für die intravitalmikroskopischen Untersuchungen wurde das Modell der 
transparenten Rückenhautkammer gewählt, auf welches später im Detail eingegangen wird. 
Die histologische Untersuchung solider Tumore erfolgte anhand eines subkutanen 
Tumormodells.   
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3.1.1 
3.1.1.1 
3.1.2 
Tumore 
 
Alle Untersuchungen wurden am amelanotischen Hamstermelanom A-Mel-3 (Fortner et al., 
1961), das am Institut für Chirurgische Forschung in Zellkultur gehalten wird, durchgeführt. 
Um eine Vergleichbarkeit der Tumore zu gewährleisten, wurden zur Implantation 
ausschließlich Zellen derselben Kulturpassage verwendet. Hierfür wurden im Vorfeld durch 
wiederholte Passage große Zellzahlen angezüchtet und letztlich die Kulturpassage 11 
aliquotiert und eingefroren.  
 
Zellkultur 
 
Zur Herstellung von Kultur- und Einfriermedium wurden einem Liter Roswell Park Memorial 
Institute Medium (RMPI 1640; PanSystems, Aidenbach) 10 ml einer 1%-igen Lösung von 
Penicillin/Streptomycin, entsprechend 105 I.E. Penicillin und 105 I.E. Streptomycin 
(PanSystems), zugesetzt. Weiterhin wurde dem Kulturmedium 10% fetales Kälberserum 
(FKS; PanSystems) zugegeben, dem Einfriermedium 20% FKS und 20% Dimethylsulfoxid 
(DMSO; Serva, Heidelberg).  
Zur in vitro Passage wurden die Zellen in Kulturmedium suspendiert und in 
Zellkulturflaschen (Becton Dickinson, Heidelberg) ausgesät. Die Anzucht erfolgte im 
Brutschrank (CO2-Auto-Zero Typ B 5061 EK-02; Heraeus, Hanau) bei 37°C, 90% relativer 
Luftfeuchtigkeit und mit 5% CO2 angereicherter Luft. Nach drei Tagen konnten die Zellen in 
der Regel gesammelt werden. Hierfür wurden zum Ablösen der Zellen zunächst 4 ml Trypsin-
EDTA (PanSystems) auf die Zellen gegeben und nach einer 5-minütigen Inkubationszeit 10 
ml RPMI-Medium hinzugefügt. Die Zellen wurden anschließend mit 450 x g zentrifugiert, der 
Überstand abgegossen und das Zellpellet mit RPMI resuspendiert. Dieser Waschvorgang 
wurde insgesamt dreimal durchgeführt. Die so gewonnenen Tumorzellen konnten nun 
eingefroren oder weitergezüchtet werden.  
Zum Einfrieren wurden ca. 50 x 106 Zellen mit 1,5 ml kaltem Einfriermedium suspendiert, 
schrittweise abgekühlt und in flüssigem Stickstoff bei – 198°C gelagert.  
 
Vorbereitung der Tumorzellen zur Implantation 
 
Ca. 30 Minuten vor geplanter Implantation wurden die eingefrorenen A-Mel-3 Zellen unter 
fließendem, lauwarmem Wasser aufgetaut und in Falconröhrchen (Becton Dickinson, 
Heidelberg) umgefüllt. Die Zellen wurden in 50 ml Phosphatpuffer (PBS mit Kalzium, mit 
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Magnesium; PanSystems) suspendiert, bei 23°C für 5 Minuten mit 620 x g zentrifugiert 
(Universal 30RF; Hettich Zentrifugen, Tuttlingen) und der Überstand anschließend 
abgegossen. Dieser Schritt wurde insgesamt dreimal wiederholt, um das Einfriermedium 
auszuwaschen, wobei zuletzt für 10 Minuten zentrifugiert und dann das Tumorzellpellet am 
Boden der Röhre mit eine 1 ml- Insulinspritze  aspiriert wurde.  
 
3.1.3 Das Modell der transparenten Rückenhautkammer  
 
Zur Beurteilung und Quantifizierung der Tumormikrozirkulation sowie der Thrombozyten-
Endothelinteraktion in vivo wurde die von Endrich und Mitarbeitern entwickelte transparente 
Rückenhautkammer eingesetzt (Endrich et al., 1980; Asaishi et al., 1981). Hierbei handelt es 
sich um ein aus zwei spiegelbildlichen Hälften bestehendes Titangestell mit einer zentralen, 
kreisrunden Aussparung im Sinne eines Beobachtungsfensters. In diese Aussparung kann ein 
Deckglas (Durchmesser 11,8 mm, Stärke 1 mm, Edgar Hefele Medizintechnik, München) 
eingefügt und durch einen Sprengring fixiert werden. Durch Abnehmen des Deckglases von 
außen ist die Implantation von Tumorzellen in das Präparationsareal möglich. Die 
Kammerhälften werden über Distanzmuttern in einem Abstand von 4 mm gehalten, wodurch 
eine Kompression des dazwischen liegenden Gewebes vermieden wird. Entlang des oberen 
und unteren Randes beider Kammerhälften finden sich Bohrlöcher zur Fixierung der Kammer 
an der Rückenhaut des Hamsters mit Hilfe von Schrauben und Nähten (s. Abb. 3).  
 
 
 
 Abb. 3: Das Modell der transparenten Rückenhaut-
kammer am Syrischen Goldhamster. 
(Endrich et al., 1980) 
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3.1.3.1 Kammerpräparation 
  
Vor Beginn der Präparation wurde die Kammer über drei Schrauben in den dafür 
vorgesehenen Bohrungen zusammengesetzt, um die Parallelstellung beider Hälften zu 
überprüfen. Anschließend wurden die Kammerhälften getrennt, wobei eine Hälfte mit den 
Schrauben und Distanzmuttern bestückt blieb. In die zentrale Aussparung der Gegenseite  
wurde ein Deckglas eingesetzt. Die Kammern wurden so gemeinsam mit den Instrumenten 
und Abdecktüchern sterilisiert.  
Die Narkose des Versuchstieres erfolgte während der gesamten Dauer der Präparation durch 
eine intraperitoneale Injektion von 100 mg/kg KG Ketaminhydrochlorid (Ketavet®; 
Pharmacia GmbH, Karlsruhe) und 10 mg/kg KG Xylazinhydrochlorid (Rompun®; Bayer, 
Leverkusen). Die Rückenhaare des Tieres wurden nach Eintritt der Narkosewirkung mit 
einem Langhaarrasierer und durch chemische Depilation (Pilca® med Creme, Asid Bonz 
GmbH, Bieblingen) vollständig entfernt. Anschließend wurde die Rückenhaut mit 72% 
Alkohol (Cutasept®; Bode Chemie, Hamburg) gereinigt und das Tier auf einer Wärmeplatte 
derart gelagert, dass die linke Seite dem Operateur zugewandt war.  
Die Rückenhaut wurde nun mittig gefasst und zu einer Falte angehoben. Mittels 
Translumination konnte die Gefäßversorgung der Haut lokalisiert und die Hautfalte so 
verschoben werden, dass die großen Gefäßarkaden (Rami cutanei der rechten und linken A. 
costalis) bei der Präparation geschont werden. Die Hautfalte wurde in dieser Position mit zwei 
Haltefäden (Ethibond®  Excel 5/0; Ethicon, Nordstedt) fixiert und die mit den Schrauben 
versehene Kammerhälfte an ihrem Oberrand auf der Rückseite der Falte angenäht. Die 
Schrauben am Unterrand der Kammerhälfte wurden nach Stichinzision durch die Haut geführt 
und mit Minibulldogklemmen gefasst. Das der zentralen Aussparung der Kammer 
entsprechende Areal wurde auf der Vorderseite der Hautfalte mit einem Filzschreiber 
eingezeichnet. Anschließend wurde das Tier in Rechtsseitenlage umgelagert, so dass sich die 
markierte Seite in horizontaler Lage dem Operateur zugewandt befand.  
Nun wurde unter 25-facher Vergrößerung (Wild M650; Wild Heerbrugg AG, Heerbrugg, 
Schweiz) im zuvor eingezeichneten Areal die gesamte Dermis einschließlich des subkutanen 
Bindegewebes mit mikrochirurgischen Instrumenten abpräpariert und hierdurch der Blick auf 
die kontralaterale Seite mit Hautmuskel und versorgenden Gefäßen freigegeben. Während der 
Präparation wurde sorgfältig auf eine atraumatische Präparationstechnik geachtet, um 
Blutungen zu vermeiden. Durch Benetzten mit NaCl 0,9% wurde eine Austrocknung des 
Präparationsareals verhindert. Abschließend wurde die zweite Hälfte der Rückenhautkammer 
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mit dem eingesetzten Deckglas auf die Schauben der Gegenseite gesetzt und mit Muttern 
befestigt sowie durch Einzelknopfnähte an der Haut fixiert. Hierbei legte sich das feuchte 
Präparationsareal durch Adhäsionskräfte an das Deckglas an. 
 
3.1.3.2 
3.1.3.3 
Implantation der Tumorzellen in die Rückenhautkammer 
 
Die Implantation von Tumorzellen erfolgte zwei Tage nach Präparation der Rückenhaut-
kammern. Im Vorfeld wurden Deckgläser (Edgar Hefele Medizintechnik, München), 
mikrochirurgische Pinzetten und Mullkompressen (10 x 10 cm; NOBA Verbandsmaterial 
Danz GmbH, Wetter) sterilisiert. Die wachen Versuchstiere wurden in luftdurchlässigen 
Plexiglasröhren (Effenberger, München) immobilisiert. Die Kammer ragte hierbei durch 
einen Längsschlitz der Röhre heraus. Die Röhren wurden dann auf einer speziell gefertigten 
Plexiglasbühne (Effenberger) so fixiert, dass die Kammer mit dem Präparationsareal 
waagrecht unter dem Operationsmikroskop zu liegen kam. Nach oberflächlicher Reinigung 
des Deckglases mit einem angefeuchteten Wattestäbchen wurde der Sprengring entfernt und 
das Deckglas behutsam abgehoben. Mit einer Mikropipette wurden  1-2 µl des 
Tumorzellkonzentrates (~ 2 x 105  Tumorzellen) aus der 1-ml Spritze (s. 3.1.1.2.) entnommen 
und unter Zuhilfenahme einer 11-er Skalpellspitze (Feather Safety Razor Co., LTD, Osaka, 
Japan)  zentral in das freiliegende Präparationsareal aufgebracht. Anschließend wurde ein 
steriles Deckglas eingesetzt und mit dem Sprengring gesichert. Die Unversehrtheit der 
Kammer, insbesondere die vollständige Adhärenz des Präparationsareals an das neue 
Deckglas ohne Bildung von Luftblasen, wurde mikroskopisch kontrolliert.  
 
Ausschlusskriterien 
 
Versuchstiere  tolerierten die Kammerpräparation nach einer postoperativen Erholungsphase 
von ein bis zwei Tagen in der Regel sehr gut und zeigten keine Verhaltensauffälligkeiten. 
Tiere, die durch ein Fehlen von arttypischen Verhaltensweisen, Gewichtsverlust und 
verminderte Reaktion auf äußere Reize auffällig waren, wurden von den weiteren Versuchen 
ausgeschlossen.  
Alle Kammern wurden makroskopisch und mikroskopisch auf die Intaktheit der 
Kammerpräparation untersucht. Als Ausschlusskriterien galten Lufteinschlüsse, 
Einblutungen, traumatisch bedingte Neovaskularisationen sowie allgemeine Entzündungs-
zeichen wie putride Sekretion, ödematöse Schwellung, Schlängelung und Dilatation der 
Postkapillaren und Venen, etc. (Sewell, 1966). 
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Weiterhin führten Hinweise auf eine gestörte Mikrozirkulation wie z.B. Stase im Kapillarbett 
bei mikroskopischer Betrachtung der Kammern unter Durchleuchtung zum Ausschluss des 
entsprechenden Versuchstieres.  
 
3.1.3.4 Makroskopische Dokumentation 
 
Vor Durchführung der intravitalmikroskopischen Untersuchungen wurden mit einer 
Digitalkamera (Nikon Coolpix 995; Nikon Corp, Tokio, Japan) Übersichtsaufnahmen der 
Rückenhautkammern im Auflicht und unter Durchleuchtung angefertigt. Die Tiere wurden 
hierfür wie schon bei der Implantation der Tumorzellen in einer Plexiglasröhre auf der 
Plexiglasbühne fixiert. Die Positionierung der Tiere unter der Kamera und der Fokus der 
Kamera wurden so gewählt, dass das gesamte Präparationsareal mit Tumor und umgebendem 
Sprengring zur Darstellung kam (s. Abb. 4). Die Übersichtsaufnahmen dienten zum einen der 
Dokumentation der Tumore zur Bestimmung der Tumorfläche. Zum anderen erfolgte eine 
letzte Kontrolle der Kammern auf Unversehrtheit vor Einschluss der Tiere in eine der 
Versuchsgruppen.  
 
 
2 mm
 
 Abb. 4: Übersichtsaufnahme einer Kammer-
präparation unter Durchleuchtung. Man erkennt 
einen gegenüber dem normalen Kammergewebe gut 
abgrenzbaren Tumor. Von den subkutanen Gefäßen 
ausgehend hat eine Neovaskularisation des 
Tumorgewebes eingesetzt. Es finden sich keine 
Anzeichen für eine Entzündung der Präparation.  
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3.1.4 
3.1.5 
3.2 
Das subkutane Tumormodell 
 
Um eine ausreichende Größe der Tumore für die Histologie zu gewährleisten, wurde ein 
subkutanes Tumormodell gewählt, welches in der Vergangenheit bereits mehrfach in unserer 
Arbeitsgruppe zum Einsatz kam (Weiss et al., 1990a; Buerkle et al., 2002; Krasnici et al., 
2003). Die Injektion von Tumorzellen erfolgt hierbei unter die Rückenhaut der Hamster. 
Für die Injektion der Zellen erhielten die Tiere eine Narkose (siehe 3.1.3.1). Anschließend 
wurde der gesamte Rücken der Tiere mit einem Langhaarrasierer rasiert und chemisch 
depiliert (Pilca® med Creme, Asid Bonz GmbH). Nach Desinfektion der Haut mit 72%-igem 
Alkohol (Cutasept®, Bode Chemie) erfolgte eine Lagerung der Tiere auf einer Wärmeplatte 
zum Schutz vor Auskühlung. Mit Hilfe einer Einmalkanüle (27 Gauge; B Braun AG) wurden 
10 µl (~2 x 106 Zellen) der vorbereiteten Tumorzellsuspension aus der Insulinspritze (siehe 
3.1.2) subkutan im lumbosakralen Bereich der Rückenhaut injiziert.  
 
Venöser Zugang 
 
Einen Tag vor Therapiebeginn wurden die Tiere mit einem Verweilkatheter in der rechten 
Vena jugluaris interna versehen. Hierfür wurden die Tiere narkotisiert (100 mg/kg KG 
Ketavet ®, 10 mg/kg KG Rompun®) und die rechte Regio jugularis freigelegt. Nach 
mikrochirurgischer Darstellung der Vena jugularis interna unter dem Operationsmikroskop 
wurde das Gefäß nach kranial mit Seide ligiert (Perma-Handseide 4-0, Ethicon, Nordstedt), 
inzidiert und ein Ende eines 20 cm langen Polyethylenkatheters (PE 10, 0,28 mm ID, Portex, 
Hythe, UK) bis kurz vor das rechte Herz eingeführt. Der Katheter wurde durch zwei 
vorgelegte Seidenfäden mit Einzelknopfnähten an der Vene fixiert. Das freie Ende des 
Katheters wurde nach Untertunnelung der Haut im zervikalen Bereich der Rückenhaut 
ausgeleitet und dort eingenäht, wobei eine Länge von ca. einem Zentimeter als Spielraum für 
Kopfbewegungen des Tieres gewährleistet wurde, um Zugkräfte auf den Katheter zu 
vermeiden. Bis zur Durchführung der Experimente wurde der Katheter am distalen Ende 
verknotet, zusammengerollt und mit Leukosilk (3M Health Care, Neuss) zum Schutz vor 
Verletzungen durch das Versuchstier verklebt.  
Ex vivo Fluoreszenzmarkierung von Thrombozyten 
 
Um eine separate Visualisierung der Thrombozyten und der Tumormikrozirkulation während 
der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie zu ermöglichen, kamen Fluoreszenzfarbstoffe mit 
unterschiedlichen Emissionsspektren zum Einsatz.  
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Die Fluoreszenzmarkierung von Thrombozyten erfolgte ex vivo nach dem von Massberg et al. 
etablierten Protokoll in der Modifikation von Manegold et al. (Massberg et al., 1998; 
Manegold et al., 2003). Als Marker wurde Carboxyfluorescein-diazetat-Succinimidylester 
(CFDA-SE) eingesetzt. Hierbei handelt es sich um eine nicht fluoreszierende Vorstufe, 
welche nach passiver Diffusion und intrazellulärer Spaltung durch Esterasen den grün 
fluoreszierenden, stabilen Fluorophor Carboxyfluorescein-Succinimidylester (CFSE; 
Absorptionsmaximum 492 nm, Emissionsmaximum 518 nm) bildet. Diese enzymatische 
Reaktion findet vor allem in Plättchen und Leukozyten statt. Der Einsatz von CFDA-SE bietet 
gegenüber anderen Farbstoffen den Vorteil einer lang anhaltenden Markierung korpuskulärer 
Blutbestandteile durch Reaktion des Fluorophors mit Aminogruppen intrazellulärer Proteine. 
Hierdurch ist eine Visualisierung über mehrere Stunden möglich (Suematsu et al., 1994; 
Katayama et al., 2000). 
 
3.2.1 
3.2.2 
Blutentnahme am Spendertier 
 
Zur Isolierung syngener Thrombozyten wurden pro Versuch 2 ml Vollblut bei einem 
Spendertier entnommen. Hierfür wurden 400 µl Alsevers Puffer (41,0 g Glukose-
Monohydrat, 16,0 g tri-Natriumcitrat-Dihydrat, 1,1 g Zintronensäure-Monohydrat, 8,4 g 
Natriumchlorid, pH 6,2; Apotheke Klinikum Innenstadt der Universität München) und 40 µl 
Prostaglandin E2 (PGE2; 20ng/ml; Serva, Heidelberg) in einer 2-ml Spritze aufgezogen.  
Die Blutentnahme erfolgte unter Narkose (siehe 3.1.3.1) in Rückenlage der Tiere durch 
Punktion des Herzens mit einer Einmalkanüle (20 Gauge; Becton Dickinson, Heidelberg). 
Nach der Blutentnahme wurden die Tiere durch eine intrakardial verabreichte Überdosis der 
Narkosemischung getötet. 
 
Isolierung und Markierung der Thrombozyten 
 
Das entnommene Blut wurde zu gleichen Teilen auf zwei Polypropylen-Röhrchen (12 x 75 
mm; Greiner Labortechnik) mit jeweils 500 µl Phosphatpuffer (PBS ohne Kalzium, ohne 
Magnesium; PanSystems) aufgeteilt und mit 130 x g für 10 Minuten zentrifugiert (Rotina 
35R; Hettich Zentrifugen). In der Zwischenzeit wurden zwei weitere Polypropylenröhrchen 
mit jeweils 1500 µl PBS (ohne Calcium, ohne Magnesium; PanSystems), 300 µl Alsevers 
(Apotheke Klinikum Innenstadt der Universität München) und 50 µl PGE2 vorbereitet. Das 
plättchenreiche Plasma, welches sich als Überstand von den übrigen Blutbestandteilen 
separiert hatte, wurde mit einer Mikroliterpipette (200 µl, Eppendorf, Hamburg) vorsichtig in 
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die zuvor präparierten Röhrchen abpipetiert. Im nächsten Schritt wurde der 
Fluoreszenzmarker CFDA-SE  (Molecular Probes, Eugene, USA) in einer Konzentration von 
0,75 µl/ml zugegeben und der Ansatz für 5 Minuten unter Lichtabschluss bei Raumtemperatur 
inkubiert.  
Anschließend wurden die Röhrchen mit 1430 x g für 10 Minuten zentrifugiert. Das 
Thrombozytenpellet am Boden der Röhrchen wurde nach Abgießen des Überstandes mit je 
350 µl PBS (ohne Calcium, ohne Magnesium; PanSystems) resuspendiert und der Inhalt 
beider Röhrchen vereinigt. Die Konzentration der Thrombozytensuspension wurde mittels 
ACT Counter (Coulter Corp, Miami, USA) bestimmt. 
 
3.3 Durchflusszytometrie 
 
Um die Auswirkungen einer Therapie mit EndoTAG®-1 auf den Aktivierungsgrad von 
Thrombozyten zu untersuchen, wurden im Vorfeld der intravitalmikroskopischen 
Versuchsreihen in vitro Analysen mittels Durchflusszytometrie (FACScan) durchgeführt. 
In der Durchflusszytometrie kann eine Aktivierung von Thrombozyten auf unterschiedliche 
Weise nachgewiesen werden. Betrachtet man die typische Punkteverteilung der 
Thrombozyten im Vorwärts-/Seitwärtsstreulicht aufgrund ihrer Größe und Granularität, so 
sieht man nach Aktivierung eine deutliche Verlagerung der Verteilung basierend auf einer 
Formveränderung der Thrombozyten. Des weiteren präsentieren aktivierte Thrombozyten 
spezifische Adhäsionsmoleküle wie z.B. GPIIb/IIIa oder P-Selektin (CD-62), die anhand 
direkter Immunfluoreszenz durchflusszytometrisch nachgewiesen werden können (Ruf and 
Patscheke, 1995). 
 
Da die zu diesem Zweck im Handel erhältlichen fluoreszenzmarkierten Antikörper nicht für 
Untersuchungen am Hamster geeignet sind, wurden stellvertretend humane Thrombozyten 
untersucht. Hierfür wurde unter freiwilliger Einwilligung bei sechs gesunden Probanden der 
Arbeitsgruppe eine venöse Blutentnahme durchgeführt. Das entsprechende Versuchsprotokoll 
wird unter 4.1.1 detailliert beschrieben. Die anschließenden Messungen erfolgten am 
FACSort flow cytometer (Becton Dickinson, Heidelberg). Bei allen Proben wurde im 
FACSort nach 50.000 registrierten Ereignissen abgebrochen. Die gewonnenen Daten wurden 
mit Hilfe der CELLQuest Software (Becton Dickinson) aufgearbeitet und graphisch 
dargestellt. 
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3.4 
3.4.1 
 Intravitale Fluoreszenzmikroskopie 
 
Die Untersuchung und quantitative Analyse des Tumorgefäßsystems und der 
Tumormikrozirkulation sowie der Thrombozyten-Endothelinteraktionen in vivo erfolgte 
mittels Fluoreszenzmikroskopie.  
 
Fluoreszenzmarkierung von Dextran 
 
Zur Darstellung der Gefäße in der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie haben sich 
fluoreszierende Dextrane als Plasmamarker bewährt. Durch homogene Verteilung nach 
intravenöser Applikation ermöglichen sie eine Visualisierung des funktionellen Gefäßsystems 
und eine Quantifizierung des Blutflusses. In vorangegangenen Studien unserer Arbeitsgruppe 
wurde bei der Analyse intratumoraler Gefäße, die sich unter anderem durch eine erhöhte 
Gefäßpermeabilität auszeichnen, in der Regel hochmolekulares (MW 500 kD), mit 
Fluoreszein-Isothiocyanat (FITC)-markiertes Dextran verwendet (Buerkle et al., 2002a; 
Strieth et al., 2004; 2006). Da es hierbei jedoch zu Interferenzen mit dem 
Fluoreszenzspektrum CFSE-markierter Thrombozyten kommt, war es notwendig für die 
Versuche im Rahmen dieser Arbeit einen alternativen Plasmamarker einzusetzen. Es wurde 
daher in Anlehnung an Manegold et al. hochmolekulares Dextran mit dem aminoreaktiven 
Fluoreszenzfarbstoff Carboxytetramethylrhodamin-Succinimidylester (5-TAMRA-SE, 
Absorptionsmaximum 567 nm, Emissionsmaximum 594 nm) markiert (Manegold et al., 
2003). 
 
Das Verfahren hierzu basiert auf einem modifizierten Protokoll zur Fluoreszenzmarkierung 
von Proteinen (Brinkley, 1992; Haugland, 1995). Die Markierung erfolgt durch Reaktion 
einer an das Dextran gekoppelten Aminogruppe mit dem Succinimidylester des Fluorophors.  
 
Zunächst wurden 10 mg 5-TAMRA-SE (MW 528 D; Molecular Probes, Eugene, USA) in  
1 ml Dimethylsulfoxid (DMSO; Serva, Heidelberg) gelöst. Lyophilisiertes Amino-Dextran 
(MW 500 kD; Molecular Probes) wurde in einer Konzentration von 20 mg/ml in 
Natriumbikarbonatpuffer (Nabic 8,4; Serga-Wiessner GmbH, Naila) bei Raumtemperatur 
durch  30-minütiges Rühren auf einem Magnetrührer (500 U/min; RETbasic; IKA 
Labortechnik, Staufen) rekonstituiert. Die Fluoreszenzmarkierung erfolgte sodann durch 
Zugabe der Farbstofflösung in einer Konzentration von 100 µl/ ml Dextranlösung und 
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anschließende Inkubation für 60 Minuten bei Raumtemperatur unter Lichtabschluss und 
kontinuierlichem Rühren auf dem Magnetrührer (500 U/min).  
Die Entfernung von nicht-konjugiertem, überschüssigem Farbstoff erfolgte über eine 
Polypropylen-Gelfiltrationssäule (Econo-Pac 10 DG desalting Column; Bio-Rad, München), 
die mit 10 ml Gel (Biogel P-6DG-gel, Ausschlussgrenzen 1.000-6.000 Dalton; Bio-Rad) 
beladen war. Zuletzt wurde die Lösung des 5-TAMRA-Dextrans steril filtriert (Minisart®, 1,2 
µm; Sartorius, Göttingen), in 1 ml-Insulinspritzen aliquotiert und bei -20 °C gelagert.  
 
3.4.2 Aufbau des intravitalmikroskopischen Arbeitsplatzes 
 
Der intravitalmikroskopische Arbeitsplatz wurde unter funktionellen Aspekten gestaltet und 
beinhaltet eine Verbindung von Mikroskop, Computersystem und Videodokumentations-
einheit für die spätere Offline-Analyse. Hierdurch werden eine bedienerfreundliche 
Handhabung und eine Standardisierung der Untersuchungen ermöglicht (Harris et al., 1997).  
 
Zur Ausstattung der intravitalmikroskopischen Untersuchungseinheit gehören: 
 
• Labormikroskop (Axiotech vario; Carl Zeiss MicroImaging GmbH, Göttingen) 
• elektronisch steuerbarer Objekttisch (x-y Richtung) mit integrierter fiberoptischer 
Durchlichtquelle (Fa. Märzhäuser, Wetzlar) 
• Objektive verschiedener Vergrößerungsstufen (Plan-Neofluar ® x 4; 10; 20; Zeiss) 
• Quecksilberdampf-Kurzbogenlampe (HBO 103 W/2; Zeiss) 
• Reflektorschieber 3FL mit Filterset 09 (Exzitation 450-490 nm, Emission 515 nm; 
Zeiss) und Filter Set 14 (Exzitation 510-560 nm, Emission 590 nm; Zeiss)  
• SIT-Videokamera (C2400-08; Hamamatsu, Herrsching)  
 
Anhand eines Mikro/Makroantriebs ist die manuelle Feinfokussierung des untersuchten 
Gewebeareals möglich. Die Steuerung des Objekttisches unter dem Mikroskop erfolgt mit 
einem Schrittmotor, welcher von einem Computer aus mit Hilfe einer speziellen Software 
(KS 400, Zeiss) bedient wird. Bei jedem Start des Systems erfolgt eine automatische 
Zentrierung des Objekttisches. Von diesem Referenzpunkt ausgehend können ausgewählte 
Areale anhand ihrer Koordinaten gespeichert und so im Verlauf der Untersuchung wiederholt 
aufgesucht werden. Die unterschiedlichen Fluoreszenzfilter können abwechselnd in den 
Lichtweg des Mikroskops eingebracht werden. Darüber hinaus verfügt die Filterleiste über 
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eine Position ohne Fluoreszenzfilter, so dass eine Untersuchung des Gewebes im Durchlicht 
möglich ist.  
Die Bilder der Videokamera werden direkt online auf einem Videomonitor sichtbar gemacht. 
Gleichzeitig können mit einem 3/4 Zoll Videorekorder (Video Cassette Recorder 7330;  
Panasonic Deutschland, Hamburg) die Aufnahmen auf S-VHS Videoband für die spätere 
offline Analyse festgehalten werden. Ein zwischengeschalteter Videozeitgenerator (VTG 33; 
FOR-A-Company Ltd., Japan) erlaubt eine Dokumentation von Datum und Uhrzeit auf dem 
Videoband.  
 
3.4.3 Durchführung der Fluoreszenzmikroskopie und Videobildanalyse 
 
Für die Fluoreszenzmikroskopie wurden die Versuchstiere wie zuvor beschrieben (s. 3.1.2.2) 
in Plexiglasröhren immobilisiert. Mit Hilfe der Plexiglasbühne wurden sie so auf dem 
Objekttisch positioniert, dass die Rückenhautkammer horizontal unter dem Fluoreszenz-
mikroskop zu liegen kam und man durch Verschieben des Tisches das gesamte 
Präparationsareal mikroskopisch einsehen konnte. Die Bühne wurde zusätzlich mit 
Drehschrauben auf dem Objekttisch befestigt. Eine Narkose war für den Zeitraum der 
Untersuchung nicht notwendig, da sich die Tiere in den Plexiglasröhren gewöhnlich ruhig 
verhielten und die Rückenhautkammer auf der Bühne ausreichend fixiert war.  
Zunächst wurde die gesamte Kammerpräparation mit einem 4-fach-Objektiv unter 
Durchleuchtung begutachtet. Alle anderen intravitalmikroskopischen Untersuchungen 
erfolgten mit dem 20-fach-Objektiv. Der weitere Ablauf der Fluoreszenzmikroskopie 
unterschied sich entsprechend der beiden in vivo Versuchsprotokolle und wird später im 
Detail erklärt (siehe 4.2.2. und 4.3.2.). Grundsätzlich erfolgte die Transfusion CFSE-
markierter Thrombozyten über den zuvor gelegten Jugulariskatheter vor Beginn der 
Aufnahmen. Die Tiere erhielten dabei jeweils 200 x 106 Thrombozyten, entsprechend ~ 5-
10% der physiologischen Thrombozytenzahl eines Hamsters (Hrapkiewicz et al., 1998). Nach 
Spülung des Katheters mit 0,9% Kochsalzlösung wurde für 5 Minuten gewartet, um eine 
homogene Verteilung der Thrombozyten im Blutkreislauf zu gewährleisten. Die 
Visualisierung der Thrombozyten in der anschließenden Fluoreszenzmikroskopie erfolgte 
durch Epi-Illumination unter Verwendung des Zeiss Filterset 09 (Exzitation 450-490 nm, 
Emission 515 nm). Die Aufzeichnung pro ROI (region of interest) betrug ca. 30 Sekunden. 
 Zur Darstellung des Blutflusses in den Gefäßen wurden 50-100 µl der 2%-igen TAMRA-
Dextranlösung langsam über den Katheter gegeben und dieser erneut mit 0,9% 
Kochsalzlösung nachgespült. Nach Wechsel der Fluoreszenzfilter konnte durch 
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Fluoreszenzanregung mit dem Zeiss Filterset 14 (Exzitation 510-560 nm, Emission 590 nm) 
das rasche Anfluten des Dextrans beobachtet werden. Mit Hilfe der Computersteuerung 
wurden die zuvor ausgewählten ROIs aufgesucht und die Mikrozirkulation in den 
entsprechenden Regionen auf Videoband festgehalten. Hierbei wurde darauf geachtet, die 
Belichtungszeiten möglichst kurz zu halten, um phototoxische Effekte im Rahmen der 
Fluoreszenzmikroskopie zu minimieren (Steinbauer et al., 2000). Sämtliche Therapie-
substanzen wurden intravenös als kontinuierliche Infusion über 90 Minuten mittels eines 
Perfusors verabreicht.  
Die Auswertung der intravitalmikroskopischen Videoaufnahmen erfolgte offline durch ein 
Bildanalysesystem (Cap Image; Zeintl, Heidelberg) (Klyscz et al., 1997). Dieses setzt sich aus 
einem Personalcomputer mit Bildbearbeitungskarte (IP-8/AT; Matrox, Kanada) und einem 
Videorekorder (AG-7350; Panasonic, Hamburg) mit Videomonitor (PVM 1442QM; Sony; 
Köln) zusammen. Eine Verbindung zwischen PC und Videogerät besteht über eine RS-232 
Schnittstelle. Das System ermöglicht sowohl die quantitative Analyse der Mikrozirkulation 
(s.4.2.3) als auch der Thrombozyten-Endothelinteraktionen (s. 4.2.4).  
 
3.5 Histologie 
 
Neben der Quantifizierung von Thrombozyten-Endothelinteraktionen mittels intravitaler 
Fluoreszenzmikroskopie erfolgte durch Analyse histologischer Schnitte eine qualitative 
Beurteilung der Verteilung von Thrombozyten und Wirksubstanzen im Gefäßsystem des 
Tumors. Hierfür dienten Tiere, denen zuvor Tumorzellen unter die Rückenhaut injiziert 
worden waren (s. 3.1.3). Die Methoden zur Aufbereitung der Tumore nach Ablauf des 
Versuchs werden im Folgenden kurz dargestellt: 
Als Fixiermedium diente 1%-ige Paraformaldehyd (PFA)-Lösung (Merck, Darmstadt), 
welche am Versuchstag durch Verdünnung mit Phosphatpuffer (PBS mit Kalzium, mit 
Magnesium; Pansystem) hergestellt wurde. Die Fixierung erfolgte durch systemische 
Perfusion der Tiere mit 37 °C warmem Fixiermedium für 2 Minuten unter physiologischen 
Druckverhältnissen  (~ 120 mm Hg). Alle Schritte wurden unter Halothan-Inhalationsnarkose 
der Tiere (1,3 vol % in O2/N2 2:1)  wie folgt durchgeführt: 
Zunächst wurden die Tiere in Rückenlage auf einem Operationstisch positioniert. Nach 
Darstellung des Bauchraumes und der Zwerchfelle erfolgte die transdiaphragmale Eröffnung 
des Thorax. Das Herz wurde aufgesucht, der linke Ventrikel inzidiert und mit der 
Injektionsnadel kanüliert. Um eine Dislokation der Nadel zu verhindern, wurde diese mit 
einem Klemmchen befestigt. Zusätzlich wurde der rechte Ventrikel eröffnet, um einen Ablauf 
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für das Fixiermedium zu schaffen. Sodann wurde die Perfusion gestartet. Insgesamt dauerte 
die Präparation bis zum Perfusionsbeginn 1,5-2 Minuten. Von einer erfolgreichen Fixierung 
wurde ausgegangen, wenn es unter Perfusion zu einem Abblassen der intraabdominellen 
Organe kam und das abfließende Perfusat klar wurde. Anschließend wurden die Tumore 
entnommen und für mindestens 4 Stunden in 1%-iger PFA-Lösung bei 4°C nachfixiert. Zur 
Kryoprotektion wurden die Tumore in 20% Saccharoselösung (Merck) überführt und über 
Nacht im Kühlschrank gelagert. Danach wurden sie bis zum weiteren Gebrauch in flüssigem 
Stickstoff eingefroren, in Aluminiumfolie eingepackt und bei -80° C aufbewahrt.  
Zur feingeweblichen Untersuchung der Tumore wurden 10 µm dicke Gefrierschnitte 
angefertigt. Hierfür wurden die Präparate zunächst für eine Stunde bei – 20°C gelagert. 
Anschließend wurden sie auf dem Metallträger des Cryostat (Microm HM 560; Microm 
International GmbH, Walldorf) in Tissue Tek® (Sakura Finetek, Zoeterwoude, Holland) 
eingebettet und durch Anfrieren befestigt. Jeweils 8-10 der angefertigten Schnitte wurden auf 
einem Objektträger (Super Frost® Plus, Fa. Menzel, Braunschweig) aufgenommen und bei 
Raumtemperatur unter Lichtabschluss getrocknet, um ein Verblassen der Fluoreszenz-
farbstoffe zu vermeiden. Anschließend wurden die Schnitte bis zur Durchführung der 
konfokalen Laser-Scanning-Mikroskopie bei -20° aufbewahrt.  
 
3.6 Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie 
 
Die Analyse der Tumorgefrierschnitte erfolgte mittels konfokaler Laser-Scanning-
Mikroskopie (Zeiss LSM 510, Göttingen). Im Gegensatz zur konventionellen 
Fluoreszenzmikroskopie wird das Objekt bei der konfokalen Laser-Scanning-Mikroskopie 
Punkt für Punkt und in einer dünnen Fokusebene, die man schrittweise verschieben kann, 
aufgenommen. Damit erlaubt dieses Verfahren eine exakte Lokalisierung fluoreszierender 
Strukturen im untersuchten Gewebe. Durch den Einsatz Rhodamin-markierter 
Therapiesubstanzen konnte deren Verteilung im Tumorgefäßsystem beurteilt werden. 
Gleichzeitig war eine davon getrennte Visualisierung CFSE-markierter Thrombozyten 
aufgrund der unterschiedlichen Fluoreszenzspektren möglich. Durch abwechselnde 
Betrachtung des Tumorgewebes in den unterschiedlichen Fluoreszenzfiltern ließ sich eine 
Aussage über eine eventuelle Kolokalisation von Liposomen und Thrombozyten im 
Gefäßsystem des Tumors treffen. Zur besseren Kontrastierung wurden zusätzlich die 
Tumorzellen mit 4',6-Diamidino-2-phenylindoldihydrochlorid (DAPI; Vector laboratories, 
Burlingame) gegengefärbt. Die verschiedenen Fluoreszenzmarker wurden mit folgenden 
Filtern detektiert: Dapi (BP390-465), CFDA-SE (BP500-550) und Rhodamin (BP565-615). 
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4. 
4.1 
4.1.1 
Versuchsprotokolle 
In vitro Versuche 
 
Im Vorfeld der in vivo Studien wurde anhand durchflusszytometrischer Messungen in vitro 
untersucht, ob Thrombozyten durch den Kontakt mit unbeladenen kationischen Liposomen 
bzw. EndoTAG®-1 (Paclitaxel enkapsuliert in kationische Liposomen) aktiviert werden. Die 
Untersuchungen erfolgten an humanem Vollblut nach folgendem Protokoll:  
 
Versuchsaufbau 
 
Für die Blutentnahme wurden 200 µl Natriumcitrat (3,8%; Apotheke des Klinikum 
Großhadern) in 10-ml Spritzen aufgezogen. Nach Entnahme von insgesamt 10 ml Blut mit 
einer Einmalkanüle wurde das Citrat-Blut auf vier Polypropylen-Röhrchen (Greiner 
Labortechnik) verteilt. Die Proben wurden nun zunächst für 15 Minuten mit den 
Wirksubstanzen inkubiert. Dann wurden je 5 µl in FACS-Röhrchen (Becton Dickinson) mit 
100 µl Phosphatpuffer (PBS, mit Calcium, mit Magnesium; PanSystems) verdünnt. Zu jedem 
Ansatz wurden 5 µl eines mit Phycoerythrin-markierten, monoklonalen Antikörpers (IgG1) 
gegen humanes P-Selektin (mouse anti-human CD62P; Becton Dickinson) gegeben und 
anschließend für weitere 10 Minuten unter Lichtabschluss bei Raumtemperatur inkubiert. 
Zum Abstoppen der Reaktion wurde pro Ansatz 1 ml PBS (mit Calcium, mit Magnesium; 
PanSystems) hinzugefügt. Sofort im Anschluss erfolgte die Messung mit dem FACSort flow 
cytometer (Becton Dickinson). 
 
Blutentnahme 
Aliquotierung 
Inkubation mit 
Wirksubstanzen
Inkubation mit 
Anti-CD62
1:20 Verdünnung 
mit PBS
Abstoppen 
mit 1ml PBS
sofortige 
FACS-Analyse15 min 10 min
 
 
Abb. 5:  Versuchsprotokoll zur FACS-Analyse des Aktivierungsgrades von Thrombozyten 
nach Stimulation mit kationischen Liposomen und EndoTAG®-1.  
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4.1.2 Versuchsgruppen 
 
Der Aktivierungsgrad der Thrombozyten wurde nach Stimulation mit unbeladenen 
kationischen Liposomen und EndoTAG®-1 analysiert. Um den Konzentrationsverhältnissen 
zu entsprechen, die im Versuchstier nach intravenöser Gabe der Therapiesubstanzen 
(Injektionsvolumen 10 ml/kg KG) bei einem zirkulierenden Blutvolumen von 65-80 ml/kg 
KG vorliegen, wurden pro Milliliter humanem Vollblut 150 µl der jeweiligen Wirksubstanz 
zugegeben. Als Positivkontrolle wurde mit Phorbol-12-Myristat-13-Acetat (PMA; Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, München) in einer Endkonzentration von 10-6 Molar stimuliert. Als 
Negativkontrolle diente eine Gruppe, die lediglich mit Phosphatpuffer (PBS, mit Calcium, mit 
Magnesium, PanSystems) inkubiert worden war (s. Tab. 1). 
 
Versuchsgruppen Wirksubstanz Anzahl 
Gruppe 1 unbeladene kationische Liposomen n = 6 
Gruppe 2  EndoTAG®-1 (5mg/kg KG Paclitaxel) n = 6 
Positivkontrolle Phorbol-Myristat-Acetat (PMA) n = 6 
Negativkontrolle Phosphatpuffer (PBS) n = 6 
 
Tab. 1: Versuchsgruppen zur Untersuchung des Aktivierungsgrades von Thrombozyten nach  
Stimulation mit kationischen Liposomen bzw. EndoTAG®-1.  
 
4.1.3 
4.2 
Messparameter 
 
Als Aktivierungsmarker diente das Adhäsionsmolekül P-Selektin (CD-62), welches nach 
Stimulation der Thrombozyten aus intrazellulären α-Granula freigesetzt und auf der 
Oberfläche präsentiert wird (Williams et al., 1995). Die Ergebnisse wurden angegeben als 
prozentualer Anteil CD-62 positiver Thrombozyten an der Gesamtpopulation sowie als 
mittlere Fluoreszenzintensität pro Thrombozyt.  
 
In vivo Versuche mit akutem Versuchsablauf 
 
Zur weiteren Klärung der Fragestellung wurde im Rahmen der in vivo Versuche zunächst eine 
Versuchsreihe durchgeführt, bei der die akuten Effekte einer einmaligen Therapie mit 
EndoTAG®-1 auf die Thrombozyten-Endothelinteraktionen und die Mikrozirkulation im 
Tumor und Normalgewebe untersucht wurden. Hierfür wurde folgendes Protokoll gewählt:  
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4.2.1 Versuchsaufbau 
 
6-8 Tage nach Implantation von Tumorzellen (~ 2 x 105 Zellen) in die transparente 
Rückenhautkammer erfolgte die randomisierte Zuteilung der Versuchstiere (n = 18) in die 
verschiedenen Versuchsgruppen.  
Vor Beginn der intravitalmikroskopischen Untersuchung  erhielten die Tiere eine Transfusion 
von 200 x 106 CFSE-markierten Thrombozyten über den Jugulariskatheter. Nach einer 5-
minütigen Zirkulationszeit wurde eine Aufnahme der Thrombozyten-Endothelinteraktionen 
zu Ausgangsbedingungen angefertigt (Baseline Thrombozyten, Zeitpunkt -30 Minuten). 
Hierfür wurden je 6 ROIs (regions of interest) im Tumor und 2 ROIs im Normalgewebe 
festgelegt und ihre Koordinaten gespeichert. Danach wurden zur Visualisierung des 
Blutflusses in den Gefäßen 50-100 µl TAMRA-Dextran injiziert und die Mikrozirkulation vor 
Therapiebeginn in denselben ROIs fluoreszenzmikroskopisch dokumentiert (Baseline 
Mikrozirkulation, Zeitpunkt -15 Minuten vor Therapie). 
Zum Zeitpunkt 0 wurde mit der jeweiligen Therapie begonnen, wobei die entsprechenden 
Substanzen kontinuierlich über 90 Minuten infundiert wurden. Am Ende der Infusion wurden 
die zuvor festgelegten ROIs anhand ihrer Koordinaten mit dem x-y steuerbaren Objekttisch 
erneut aufgesucht und Aufnahmen der Thrombozyten-Endothelinteraktionen und der 
Mikrozirkulation angefertigt (Zeitpunkt 90 Minuten). Abschließend wurden die Tiere mit 
einer Überdosis Ketavet®/Rompun® (Pharmacia GmbH/Bayer) geopfert.  
 
Baseline
Mikrozirkulation
IVM*
Ende Infusion
IVM*
-30 min
CFSE-markierte
Thrombozyten
Therapie
0 min 90 min
TAMRA-
Dextran
-15 min
Baseline
Thrombozyten
IVM*
* x-y definierte ROIs in Tumor (n = 6) und Normagewebe (n = 2)  
 
Abb. 6: Versuchsprotokoll zur Quantifizierung der Thrombozyten-Endothelinteraktionen 
und der Tumormikrozirkulation unter akuten Therapiebedingungen. 
IVM = in vivo Mikroskopie 
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4.2.2 
4.2.3 
4.2.3.1 
Versuchsgruppen 
 
In einer vorausgegangenen Studie unserer Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass eine 
Therapie mit konventionellem Paclitaxel (Brystol-Myers-Squibb) keinen signifikanten 
Einfluss auf das Wachstum und die Mikrozirkulation von A-Mel-3 Tumoren hat und sich 
nicht von einer Therapie mit 5%-iger Glukose (Lösungsmittel) unterscheidet (Strieth et al., 
2004). Daher wurde im Rahmen dieser Arbeit auf eine Kontrollgruppe mit 5%-iger Glukose 
verzichtet. Als Kontrollsubstanzen zur Therapie mit EndoTAG®-1 (20 mM Lipiddosis) 
dienten Taxol® und unbeladene kationische Liposomen (20mM Lipiddosis). Das 
Injektionsvolumen betrug in allen Gruppen 10 ml/kg KG. Eine Übersicht über die 
Versuchsgruppen bietet Tabelle 2.  
 
 
Versuchsgruppe  Wirksubstanz  Anzahl 
Gruppe 1 Taxol® (5mg/kg KG Paclitaxel) n = 6 
Gruppe 2 unbeladene kationische Liposomen n = 6 
Gruppe 3 EndoTAG®-1 (5mg/kg KG Paclitaxel) n = 6 
Tab. 2: Versuchsgruppen zur Untersuchung der akuten Effekte einer einmaligen Therapie mit 
EndoTAG®-1 auf  Thrombozyten-Endothelinteraktionen und die Tumormikrozirkulation. 
 
 
Messparameter: Tumorwachstum und Mikrozirkulation 
 
Die Quantifizierung des Tumorwachstums und der Tumormikrozirkulation erfolgte durch 
Messung folgender Parameter:  
 
• Tumorfläche         [mm2] 
• Gefäßdurchmesser (d)      [µm] 
• Funktionelle Gefäßdichte (fvd )     [cm-1] 
• Erythrozytenfließgeschwindigkeit  (vRBC)   [mm/s] 
• Mikrozirkulatorischer Perfusionsindex   [µm2/s] 
 
Tumorfläche 
 
Vor Einschluss der Tiere in eine Versuchsgruppe wurde die Fläche, welche der Tumor in der 
Kammerpräparation einnimmt, ausgemessen, um eine gleiche Ausgangsgröße und damit ein 
vergleichbares Wachstumsstadium der Tumore zu gewährleisten. Hierzu wurde die 
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Tumorfläche in der digitalen Übersichtsaufnahme der Rückenhautkammer (s. 3.1.2.4.) mit der 
Software KS 400 (Karl Zeiss) planimetrisch bestimmt (s. Abb. 7). 
 
4.2.3.2 Gefäßdurchmesser 
 
Die Gefäßdurchmesser wurden mit dem Bildanalysesystem Cap-Image interaktiv bestimmt. 
Durch Messung an verschiedenen Stellen des Gefäßes (mind. 3) wurden Kaliber-
schwankungen berücksichtigt. Für die statistische Auswertung und die graphische Darstellung 
wurde das arithmetische Mittel der Einzelwerte berechnet (s. Abb. 8) 
 
 
                      
20µm
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 7: Planimetrische Messung der 
Tumorfläche [mm2] in einer Übersichts-
aufnahme der transparenten Rückenhaut-
kammer 
Abb. 8: Bestimmung von Durchmesser 
und funktioneller Gefäßdichte an 
einem Standbild der mit TAMRA-
Dextran kontrastierten Gefäße. 
Durchmesser [µm] 
Funktionelle Gefäßdichte [cm-1]  
 
  
 
4.2.3.3 Funktionelle Gefäßdichte 
 
Die funktionelle Gefäßdichte ist definiert als Gesamtlänge aller perfundierten Gefäße bezogen 
auf das Messareal. Sie stellt ein Maß für die nutritive Versorgung des Gewebes dar (Nolte et 
al., 1995) und ist ein wichtigen Parameter zur Beurteilung des Angiogeneseprozesses (Dellian 
et al., 1996). Anhand fluoreszenzmikroskopischer Aufnahmen kann die funktionelle 
Gefäßdichte mit der Cap-Image Software quantifiziert werden. Hiefür wurden bei der 
Auswertung der Videoaufnahmen alle mit Plasmamarker perfundierten und somit 
kontrastierten Gefäße des jeweiligen ROIs digital nachgezeichnet. Nicht berücksichtigt 
wurden Gefäße, die sich in der Fluoreszenzmikroskopie kontrastlos darstellten, da hier keine 
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Perfusion vorlag. Die Berechnung der Gesamtlänge der Gefäße und der daraus resultierenden 
funktionellen Gefäßdichte erfolgte algorithmisch (s. Abb. 8). 
 
4.2.3.4 
4.2.3.5 
Erythrozytenfließgeschwindigkeit 
 
Die Fließgeschwindigkeit der Erythrozyten wurde mit der Line-Shift-Diagramm-Methode 
(LSD-Methode; (Klyscz et al., 1997) ermittelt. Im Standbildmodus wurde zunächst in das zu 
untersuchende Gefäß eine zum Gefäßverlauf parallele Messlinie eingezeichnet. Dann wurde 
das Videoband gestartet und eine Bildsequenz von 10 Sekunden ausgewertet. Während dieser 
Zeit wurden für jedes Halbbild die Grauwerte entlang der Messlinie registriert und daraus im 
Bildspeicher ein Line-Shift Diagramm erzeugt. In diesem werden die Grauwertdaten als 
vertikale Linien nebeneinander geschrieben, wobei die Länge der x-Achse der Messperiode 
(10 sec) und die Länge der y-Achse der Messlinie entspricht. Ein entlang der Messlinie 
bewegter Erythrozyt erzeugt im Diagramm eine je nach Geschwindigkeit mehr oder weniger 
steil verlaufende schräge Linie, da er sich von Halbbild zu Halbbild über die Zeit 
entsprechend seiner Flussrichtung jeweils ein Stückchen weiter bewegt hat. Aus der Steigung 
dieser Linie wird die Geschwindigkeit (= ds/dt) berechnet.  
 
Mikrozirkulatorischer Perfusionsindex 
 
Der mikrozirkulatorische Perfusionsindex stellt ein Maß für die Durchblutung des Tumors dar 
und errechnet sich aus der funktionellen Gefäßdichte (fvd) und dem Blutvolumenfluss (Q) 
[pl/s] (Strieth et al., 2004). Hierfür wurde zunächst der Blutvolumenfluss nach einer 
modifizierten Formel von Baker und Wayland berechnet (Baker and Wayland, 1974). 
 
2
26,1
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Der mikrozirkulatorische Perfusionsindex wurde anschließend aus den Mittelwerten der oben 
genannten Parameter wie folgt errechnet:  
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4.2.4 
4.2.4.1 
4.2.4.2 
4.3 
Messparameter: Thrombozyten-Endothelinteraktion 
 
Zur Beurteilung der Thrombozyten-Endothelinteraktion wurden folgende Parameter 
bestimmt:  
 
• Thrombozytenflux   [1/mm/s] 
• ThrombozytenadhärenzGefäß   [1/mm2] 
 
Thrombozytenflux 
 
Der Thrombozytenflux wurde definiert als Anzahl der Thrombozyten, die pro Zeiteinheit eine 
imaginäre Linie senkrecht zur Gefäßachse passieren. Hierfür wurde eine entsprechende Linie 
im Standbild markiert und anschließend eine Videosequenz von 30 Sekunden Dauer 
ausgewertet. Die Angabe der Werte erfolgte in Anzahl pro Millimeter und Sekunde.  
  
ThrombozytenadhärenzGefäß                
 
Als adhärent wurden Thrombozyten bezeichnet, welche über einen Zeitraum von 30 
Sekunden an der Gefäßwand hafteten. Zur Identifizierung solcher Thrombozyten wurden alle 
stationären Thrombozyten markiert und über einen entsprechenden Zeitraum beobachtet. 
Diejenigen Thrombozyten, die sich nach 30 Sekunden weiterhin an der markierten Stelle 
befanden, wurden ausgezählt und ihre Anzahl pro Quadratmillimeter Gefäßoberfläche 
angegeben. 
 
In vivo Versuche mit chronischem Versuchsablauf 
 
In einer zweiten in-vivo Versuchsreihe sollten die Effekte einer wiederholten Therapie mit 
EndoTAG®-1 auf die Thrombozyten-Endothelinteraktionen im Tumor untersucht werden. 
Auf eine erneute Analyse der Mikrozirkulation unter chronischen Therapiebedingungen 
wurde verzichtet, da hierzu Ergebnisse aus einer vorausgegangenen Studie von Strieth et al. 
vorliegen. Hier konnte gezeigt werden, dass bereits eine 3-malige Gabe von EndoTAG®-1 
signifikante Auswirkung auf die Mikrozirkulation in A-MEL 3 Tumoren hat (Strieth et al., 
2004). Das Protokoll für den chronischen Versuch wurde in Anlehnung an diese Studie 
gestaltet.  
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4.3.1 Versuchsaufbau 
 
Zwei Tage nach Kammerpräparation wurden einem Teil der Tiere (n = 12) Tumorzellen in die 
Rückenhautkammer implantiert (Tag 0). Anschließend erfolgte die Unterbringung in einem 
Intensivpflege-Inkubator. An Tag 4 nach Tumorzellimplantation wurden die Tiere mit 
intravenösen Verweilkathetern versehen. Zusätzlich erhielten Tiere (n = 6), denen keine 
Tumorzellen in die Kammerpräparation implantiert worden waren, ebenfalls einen venösen 
Katheter. An den Tagen 5, 6 und 7 wurden die Tiere therapiert, wobei alle Wirksubstanzen 
kontinuierlich über 90 Minuten intravenös verabreicht wurden. Da Liposomen nach einem 
Intervall von 24 Stunden nicht mehr in der Zirkulation nachweisbar sind (Krasnici et al., 
2003), wurde mit den intravitalmikroskopischen Untersuchungen bis zum Tag 8 gewartet, um 
eine Beeinflussung der Ergebnisse durch eine akute Interaktion von Thrombozyten mit den 
zirkulierenden Wirksubstanzen sicher auszuschließen. Vor Beginn der Intravitalmikroskopie 
wurden jedem Tier 200 x 106 CFSE-markierte Thrombozyten transfundiert. Anschließend 
wurden die Thrombozyten-Endothelinteraktionen nach einer Zirkulationszeit von 15 min in 
12 ROIs fluoreszenzmikroskopisch untersucht und auf Videoband dokumentiert.  
 
0
Katheter-
Implantation
5 6
Therapie
7 8
Tumorzell-
Implantation
4
CFSE-markierte
Thrombozyten
IVM*
*  x-y definierte ROIs in Tumor (n=12)   
bzw.  Normalgewebe (n=12)
Tag
Tag 8
 
 
4.3.2 Versuchsgruppen 
Abb. 9: Versuchsprotokoll zur Quantifizierung der Thrombozyten-Endothelinteraktion unter 
chronischen Therapiebedingungen. IVM = in vivo Mikroskopie 
 
 
Tiere mit Tumor in der Rückenhautkammer wurden randomisiert und erhielten entweder 
unbeladene kationische Liposomen oder EndoTAG®-1. Eine zusätzliche Kontrollgruppe 
wurde von Tieren gebildet, die keine Tumorzellen in die Kammerpräparation implantiert 
bekommen hatten. Diese als „Normalgewebe-Kontrolle“ fungierende Gruppe erhielt ebenfalls 
EndoTAG®-1. Tabelle 3 fasst die Versuchsgruppen zusammen.  
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Versuchsgruppe Tumorimplantation Wirksubstanz  Anzahl 
Gruppe 1 ja unbeladene kationische Liposomen n = 6 
Gruppe 2 ja EndoTAG®-1 (5mg/kg KG Paclitaxel) n = 6 
Gruppe 3 nein EndoTAG®-1 (5mg/kg KG Paclitaxel) n = 6 
 
Tab. 3: Versuchsgruppen zur Untersuchung der Thrombozyten- Endothelinteraktionen nach 
wiederholter Therapie mit EndoTAG®-1.  
 
4.3.3 
4.3.3.1 
4.3.3.2 
Messparameter 
 
Die Thrombozyten-Endothelinteraktion unter chronischen Therapiebedingungen wurde 
anhand folgender Parameter quantifiziert:  
 
• ThrombozytenadhärenzROI   [1/mm2] 
• Mikrothrombosen    [1/mm2] 
 
ThrombozytenadhärenzROI  
 
Bei der Quantifizierung adhärenter Thrombozyten galten die in 4.2.4.2 genannten 
Definitionskriterien. Es erfolgte eine Normierung auf das Messareal (= ROI). Mit Hilfe der 
Cap-Image Bildanalysesoftware wurden über einen Zeitraum von 30 Sekunden 
Videobildsequenzen ausgewertet und im untersuchten ROI alle an der Gefäßwand adhärenten 
Thrombozyten markiert und ausgezählt. Die Angabe erfolgte in Anzahl pro 
Quadratmillimeter Messareal (= ROI), wobei dieses eine konstante Größe von 0,13 mm2 
aufwies.  
 
Mikrothrombosen 
 
Bei der offline-Analyse der intravitalmikroskopischen Aufnahmen mittels der Cap-Image 
Software wurde eine Ansammlung von mehr als 10 adhärenten Thrombozyten pro 100 µm2 
als Mikrothrombose definiert, da eine weitere Auflösung einzelner Zellen auf dem 
Videomonitor mit bloßem Auge unmöglich war. Die Gesamtzahl solcher Mikrothrombosen 
wurde auf die untersuchte Fläche von Tumor bzw. Normalgewebe  (~ 30 mm2) normiert und 
pro Quadratmillimeter angegeben.  
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4.4 
4.4.1 
Histologie/ Laser-Scanning-Mikroskopie 
 
Zusätzlich zur intravitalmikroskopischen Untersuchung der Thrombozyten-Endothel-
interaktionen wurden das Verteilungsmuster der Thrombozyten im Tumor und das Auftreten 
möglicher Interaktionen mit den Wirksubstanzen nach einmaliger Therapie histologisch 
evaluiert. Hierzu erfolgte eine qualitative Beurteilung von Tumorgefrierschnitten mittels 
konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie. Das Versuchsprotokoll wurde analog zu den in vivo 
Versuchen mit akutem Versuchsablauf  (vgl. 4.2.1.) gestaltet. 
 
Versuchsablauf 
 
8-10 Tage nach Implantation von Tumorzellen (~ 2 x 106 Zellen) unter die Rückenhaut 
wurden die Tiere (n = 6) mit Jugulariskathetern versehen und den Therapiegruppen zugeteilt. 
Fünf Minuten vor Therapiebeginn wurden jeweils 200 x 106  CFSE-markierte Thrombozyten 
infundiert. Die anschließende Infusion der Therapiesubstanzen erfolgte kontinuierlich über 90 
Minuten mit Hilfe einer Infusionspumpe. Nach Beendigung der Therapie folgte die Fixierung 
und histologische Aufbereitung der Tumore wie zuvor beschrieben (vgl. 3.5.). 
 
CFSE-markierte 
Thrombozyten
Therapie mit
Rhodamin-markierten
Wirksubstanzen
- 5 min 0 min 90 min
1% PFA
intrakardial
Entnahme 
Tumor
100 min  
 
Abb. 10: Versuchsprotokoll zur histologischen Analyse der Verteilung von Thrombozyten und 
Wirksubstanzen im Tumor unter akuten Therapiebedingungen.   
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4.4.2 Versuchsgruppen 
 
Tiere mit subkutanem Tumor wurden in zwei Gruppen randomisiert und erhielten entweder  
unbeladene kationische Liposomen oder EndoTAG®-1 wie in Tabelle 4 dargestellt. Zur 
späteren Visualisierung in der Laser-Scanning-Mikroskopie wurden Rhodamin-markierte 
Wirksubstanzen eingesetzt. 
 
Versuchsgruppe Wirksubstanz Anzahl 
Gruppe 1 Rh-markierte unbeladene kationische Liposomen n = 3 
Gruppe 2 Rh- markiertes EndoTAG®-1 (5mg/kg KG Paclitaxel) n = 3 
 
Tab. 4: Versuchsgruppen zur histologischen  Analyse der Verteilung von  Thrombozyten und 
Wirksubstanzen unter akuten Therapiebedingungen.   
 
 
5. Darstellung der Ergebnisse und Statistik 
 
Zur graphischen Darstellung wurde für jedes Versuchstier der Mittelwert aus den Ergebnissen 
der einzelnen Messungen errechnet. Diese Werte  wurden wiederum zum Mittelwert ± 
Standardfehler des Mittelwertes (MW ± SEM) der jeweiligen Versuchsgruppe 
zusammengefasst. 
 
Der statistische Gruppenvergleich erfolgte anhand nichtparametrischer Rangtests mit Hilfe 
einer Computersoftware (Sigma Stat; Jandl Corp., San Rafael, USA). Für die Testung 
innerhalb einer Gruppe (Intragruppenvergleich) wurde der Rangsummentest nach Wilcoxon 
angewandt. Zum Vergleich der Gruppen untereinander (Intergruppenvergleich) wurde eine 
Varianzanalyse nach Kruskal- Wallis mit Post-hoc-Analyse nach Student-Newmann-Keuls 
durchgeführt. Bei Signifikanz der Ergebnisse wurde dies bei der jeweiligen Abbildung 
vermerkt. Das Signifikanzniveau betrug p < 0,05. 
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III ERGEBNISSE 
Ergebnisse der in vitro Versuche 1. 
 
Mittels Durchflusszytometrie (FACScan) wurde untersucht, ob eine 15-minütige Stimulation 
mit unbeladenen kationischen Liposomen bzw. EndoTAG®-1 (mit Paclitaxel beladene 
kationische Liposomen) in einer Konzentration von 150 Mikroliter pro Milliliter Vollblut zu 
einer Aktivierung humaner Thrombozyten in vitro führt.  
Die Thrombozytenpopulation stellte sich bei der durchflusszytometrischen Untersuchung von 
Vollblut als distinkte Punkteverteilung dar, welche aufgrund ihrer typischen Größe 
(Vorwärtsstreulicht) und Granularität (Seitwärtsstreulicht) identifiziert werden konnte. 
Der Aktivierungsgrad der Thrombozyten nach Stimulation wurde anhand der Expression von 
CD-62 (P-Selektin) auf der Oberfläche der Thrombozyten mit Hilfe direkter Immun-
fluoreszenz (mouse anti-human CD 62P Antikörper) bestimmt. Sowohl eine Inkubation mit 
unbeladenen kationischen Liposomen als auch mit EndoTAG®-1 führte zu einer signifikanten 
Aktivierung der Thrombozyten im Vergleich zur Negativkontrolle (Inkubation mit PBS) 
(siehe Abb. 11). In der quantitativen Analyse erreichte der prozentuale Anteil CD-62 positiver 
Thrombozyten an der Gesamtpopulation mit über 60% annähernd die Werte der 
Positivkontrolle, welche mit PMA in einer 10-6 molaren Endkonzentration stimuliert worden 
war (siehe Abb. 12 A). Die Messung der mittleren Fluoreszenzintensität ergab im Vergleich 
zur Positivkontrolle sogar höhere Werte nach Stimulation mit unbeladenen kationischen 
Liposomen oder EndoTAG®-1, was einer anteilsmäßig stärkeren Expression von P-Selektin 
pro Thrombozyt entspricht (siehe Abb. 12 B).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
PBS Kat. Lip. EndoTAG®-1  
Abb. 11: Durchflusszytometrischer Nachweis der Aktivierung von Thrombozyten mittels 
direkter Immunfluoreszenz nach in vitro Stimulation mit unbeladenen kationischen Liposomen 
oder EndoTag®-1. Im Vergleich  zur Negativkontrolle (PBS) fand sich in beiden Gruppen eine 
deutliche Zunahme des Fluoreszenzsignals, entsprechend einer gesteigerten Expression von 
P-Selektin (CD-62) auf der Oberfläche der Thrombozyten.   
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A) 
B)  
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 12: Darstellung des Aktivierungsgrades der Thrombozyten in den einzelnen 
Versuchsgruppen anhand des prozentualen Anteils CD-62% positiver Zellen an der 
Gesamtpopulation (A) und der mittleren Fluoreszenzintensität pro Thrombozyt (B). Sowohl 
eine  Stimulation mit unbeladenen kationischen Liposomen, als auch mit EndoTAG®-1 führte 
zu einer signifikanten Aktivierung der Thrombozyten.  
MW ± SEM, * p < 0,05 vs. PBS (Negativkontrolle), # p < 0,05 vs. PMA (Positivkontrolle) 
 
 
 
Ergebnisse der in vivo Versuche mit akutem Versuchsablauf  2. 
 
Die Analyse akuter Veränderungen der Mikrozirkulation und der Thrombozyten-Endothel-
interaktionen im Tumor unter Therapie mit EndoTAG®-1 erfolgte anhand intravitaler 
Fluoreszenzmikroskopie vor und nach 90-minütiger Infusion. Zum Zeitpunkt der 
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Untersuchung hatten die Tumore in der Rückenhautkammer eine durchschnittliche Fläche von 
16,3 mm2 (Taxol: 16,4 mm2 ± 1,2 mm2; kat. Liposomen 16,3 mm2 ± 1,2 mm2; EndoTAG®-1: 
16,2 mm2 ± 1,1 mm2) und das Tumorgefäßsystem war vollständig ausgebildet.  
 
2.1 
2.1.1 
2.1.2 
Effekte auf die Tumormikrozirkulation 
 
Zu Baseline-Bedingungen zeigte sich nach intravenöser Injektion des Plasmamarkers 
TAMRA-Dextran ein für den Angiogeneseprozess typisches Tumorgefäßnetzwerk mit 
chaotischer Architektur und ausgeprägter Heterogenität. Neben Kalibersprüngen fanden sich 
zahlreiche Anastomosen, Gefäßschleifen und ein inhomogener Blutfluss (s. Abb. 17). Die 
Veränderungen der einzelnen Messparameter zur Quantifizierung der Tumormikrozirkulation 
unter akuten Therapiebedingungen werden im Folgenden dargestellt:  
 
Gefäßdurchmesser 
 
Die Gefäßdurchmesser waren zu Ausgangsbedingungen mit einem Mittelwert von 9,2 µm ± 
0,25 µm in allen Versuchsgruppen vergleichbar. Unter Infusion der Therapiesubstanzen kam 
es zu keinen signifikanten Veränderungen der Gefäßdurchmesser (siehe Abb. 13). 
 
Funktionelle Gefäßdichte 
 
Die funktionelle Gefäßdichte im Tumor blieb unter Therapie mit konventionellem Paclitaxel 
(Taxol) im Wesentlichen unverändert. Im Gegensatz dazu führte die Behandlung mit 
EndoTAG®-1 bereits unmittelbar nach Infusion zu deutlichen Veränderungen in der 
Tumormikrozirkulation. In der Intravitalmikroskopie zeigten sich Gefäßabbrüche im Tumor, 
die durch eine fehlende Perfusion von Gefäßabschnitten bedingt waren (siehe Abb. 17). 
Interessanterweise kam es in der Kontrollgruppe, die mit unbeladenen kationischen 
Liposomen behandelt worden war, zu vergleichbaren Befunden. Die quantitative Analyse der 
funktionellen Gefäßdichte ergab für beide Gruppen eine signifikante Reduktion verglichen 
mit den Baseline-Werten und den Werten in der Taxol-Gruppe (siehe Abb. 14) 
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 Abb. 13: Darstellung der intratumoralen Gefäßdurchmesser unter 
akuten Therapiebedingungen. Die Durchmesser blieben in allen 
Versuchsgruppen im Verlauf der Therapie konstant. MW ± SEM 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 14:  Sowohl unbeladene kationische Liposomen als auch 
EndoTAG®-1 führten unmittelbar nach Infusion zu einer signifikanten 
Verringerung der funktionellen Gefäßdichte im Tumor verglichen mit 
Baseline-Werten und Taxol. MW ± SEM, * p < 0,05 vs. Baseline, 
 # p < 0,05 vs. Taxol, § p < 0,05 vs. kationische  Liposomen  
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2.1.3 Erythrozytenfließgeschwindigkeit 
 
Die Fließgeschwindigkeit der Erythrozyten war zu Baseline-Bedingungen in allen Gruppen 
identisch. Vergleichbar zu den Beobachtungen bezüglich der funktionellen Gefäßdichte, 
zeigte die Quantifizierung, dass es im Verlauf der Infusion sowohl nach Gabe unbeladener 
Liposomen als auch nach Gabe von EndoTAG®-1 zu einer akuten Verminderung der 
Erythrozytenfließgeschwindigkeit kam. In beiden Therapiegruppen waren die ermittelten 
Werte am Infusionsende signifikant niedriger als in der Taxol-Gruppe, bei der es unter 
Therapie sogar zu einer Zunahme der Erythrozytenfließgeschwindigkeit gekommen war 
(siehe Abb. 15). 
 
 
 
 
 
Abb. 15:  Die Fließgeschwindigkeit der Erythrozyten am Ende der 
Infusion von unbeladenen kationischen Liposomen und EndoTAG®-1 
war signifikant geringer als in der Kontrollgruppe mit Taxol, in der es 
zu einer Zunahme der Werte kam.  
MW ± SEM, * p < 0,05 vs. Baseline, # p < 0,05 vs. Taxol 
 
.  
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2.1.4 Mikrozirkulatorischer Perfusionsindex 
 
Der mikrozirkulatorische Perfusionsindex berücksichtigt rechnerisch alle Standardparameter 
der Mikrozirkulation und ist geeignet, die Effekte auf die Tumorperfusion abzuschätzen. Als 
Konsequenz der zuvor geschilderten Auswirkungen von unbeladenen kationischen 
Liposomen bzw. EndoTAG®-1 auf die Gefäßdurchmesser, die funktionelle Gefäßdichte und 
die Erythrozytenfließgeschwindigkeit im Tumor, war der mikrozirkulatorische Perfusions-
index am Ende der Infusion in diesen beiden Versuchsgruppen ebenfalls signifikant geringer 
als zu Ausgangsbedingungen. Im Gegensatz dazu zeigte sich im Verlauf der Therapie mit 
Taxol eine tendenzielle Zunahme des mikrozirkulatorischen Perfusionsindex. Die statistische 
Auswertung der Messungen nach Infusion ergab einen signifikanten Unterschied zwischen 
der Behandlung mit Taxol und der Therapie mit unbeladenen Liposomen oder EndoTAG®-1 
(siehe Abb. 16).   
 
 
 
Abb. 16: In den mikrozirkulatorischen Perfusionsindex gehen 
rechnerisch Gefäßdurchmesser, funktionelle Gefäßdichte und 
Erythrozytenfließgeschwindigkeit ein. Während es unter Gabe von 
Taxol zu einer tendenziellen Zunahme der Werte kam, war der 
Perfusionsindex nach Infusion von unbeladenen Liposomen und 
EndoTAG®-1 signifikant reduziert gegenüber Baseline-Werten und 
Taxol.  
MW ± SEM, * p < 0,05 vs. Baseline, # p < 0,05 vs. Taxol  
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TAMRA-Dextran 
D) 
Infusions- 
ende 
CFSE-markierte Thrombozyten 
Baseline 
Abb. 17: Intravitalmikroskopie eines Tumor-ROIs in verschiedenen Fluoreszenzfiltern.  
Nach i.v. Injektion von TAMRA-Dextran stellte sich das typische Tumorgefäßsystem mit 
chaotischer Architektur und Kalibersprüngen dar. Die ex vivo Markierung mit CFDA-SE 
erlaubte eine separate Visualisierung der Thrombozyten.  
Zu Baseline-Bedingungen fand sich eine intakte Tumormikrozirkulation ohne Perfusion-
sausfälle und es ließen sich keine adhärenten Thrombozyten nachweisen. Am Ende der 
Infusion von EndoTAG®-1 hingegen kam es zu Perfusionsausfällen in einzelnen Gefäßen (→) 
und zu einer stark erhöhten Thrombozytenadhärenz. 
 
 
 
 
2.2 Effekte auf die Thrombozyten-Endothelinteraktionen im Tumor 
 
Die Visualisierung der Thrombozyten-Endothelinteraktionen erfolgte durch Transfusion ex 
vivo fluoreszenzmarkierter Thrombozyten eines Spendertieres. Zu Baseline-Bedingungen 
waren multiple zirkulierende Thrombozyten in den Tumorgefäßen zu sehen. Adhärente 
Thrombozyten wurden dagegen kaum beobachtet (siehe Abb. 17). Zur Quantifizierung akuter 
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Effekte einer Therapie mit EndoTAG®-1 auf die Thrombozyten-Endothelinteraktionen 
wurden der Thrombozytenflux und die Thrombozytenadhärenz pro Quadratmillimeter Gefäß-
oberfläche (ThrombozytenadhärenzGefäß) vor und nach Infusion der Therapiesubstanzen 
ausgewertet. 
 
2.2.1 Thrombozytenflux 
 
Der Thrombozytenflux in den Tumorgefäßen vor Therapiebeginn war in den drei 
Versuchsgruppen vergleichbar. Im Verlauf der Infusion kam es in allen Gruppen zu einer 
signifikanten Reduktion zirkulierender Thrombozyten verglichen mit den Ausgangswerten. 
Diese Reduktion war jedoch am Ende der Infusion von EndoTAG®-1 signifikant stärker 
ausgeprägt als in der Taxol-Gruppe. Dasselbe galt auch für die Kontrollgruppe, welche 
unbeladene kationische Liposomen infundiert bekommen hatte (siehe Abb. 18).  
 
 
 
 Abb. 18: In allen Therapiegruppen kam es im Verlauf  der Infusion        
zu einer signifikanten Reduktion der im Tumor zirkulierenden 
Thrombozyten verglichen mit den Ausgangswerten. Dieser akute Effekt 
war jedoch unter Gabe unbeladener Liposomen und unter Gabe von 
EndoTAG®-1 signifikant stärker ausgeprägt als in der Taxol-Gruppe.  
MW ± SEM, * p < 0,05 vs. Baseline, # p < 0,05 vs. Taxol  
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2.2.2 ThrombozytenadhärenzGefäß 
 
Bei der Quantifizierung der intratumoralen Thrombozytenadhärenz fanden sich in allen 
Therapiegruppen vergleichbar niedrige Ausgangswerte. Während es nach Gabe von Taxol zu 
keiner wesentlichen Veränderung kam, wurden sowohl am Ende der Infusion unbeladener 
kationischer Liposomen als auch nach Infusion von EndoTAG®-1 multiple adhärente 
Thrombozyten in den Tumorgefäßen beobachtet. Hierbei fiel auf, dass die Thrombozyten auf 
fast alle Gefäße des Tumors relativ gleichmäßig verteilt waren (siehe Abb. 17). Eine 
Ansammlung von Thrombozyten im Sinne einer Thrombose kam nicht zustande. Die 
statistische Auswertung ergab für die Therapie mit unbeladenen Liposomen und mit 
EndoTAG®-1 eine signifikante Erhöhung der Thrombozytenadhärenz im Vergleich zu den 
Baseline-Werten und der Therapie mit Taxol (siehe Abb. 19) 
 
 
 
 
Abb. 19: Darstellung der Thrombozytenadhärenz bezogen auf die 
Gefäßoberfläche. Vor Infusionsbeginn war die intratumorale Thrombo-
zytenadhärenz in allen Versuchsgruppen gering. Während die Gabe 
von Taxol zu keiner Veränderung führte, fand sich am Ende der 
Infusion von unbeladenen kationischen Liposomen und EndoTAG®-1 
eine signifikante Zunahme adhärenter Thrombozyten.  
MW ± SEM, * p < 0,05 vs. Baseline, # p < 0,05 vs. Taxol  
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2.3 Vergleichende Untersuchung von Tumor und Normalgewebe 
  
Das Modell der transparenten Rückenhautkammer ermöglicht die Untersuchung implantierter 
Tumore genauso wie die Analyse des umliegenden Gewebes. Hierdurch können 
Therapieeffekte im Tumor mit einer intrinsischen Normalgewebekontrolle verglichen werden. 
Zu diesem Zweck wurden im Rahmen der Akutversuche bei jedem Tier auch die 
Mikrozirkulation und die Thrombozyten-Endothelinteraktionen im normalen Kammergewebe 
analysiert.   
Die subkutanen Gefäße der Rückenhautmuskulatur lassen sich durch den parallelen Verlauf 
der Kapillaren leicht von den Tumorgefäßen unterscheiden. Abbildung 20 zeigt die typischen 
Kapillarstrukturen eines Normalgewebe-ROIs.  
 
 
 
 
 
 
Abb. 20: Intravitalmikroskopische Aufnahme eines ROIs in 
der normalen Rückenhaut (20-faches Objektiv). Durch 
intravenöse Injektion von TAMRA-Dextran wurden die 
parallel verlaufenden Kapillaren (→) sichtbar gemacht. 
 
 
 
 
 
 
Zur Beurteilung der Mikrozirkulation im Normalgewebe wurden analog zur Untersuchung im 
Tumor die Gefäßdurchmesser, die funktionelle Gefäßdichte, die Erythrozytenfließ-
geschwindigkeit und der mikrozirkulatorische Perfusionsindex evaluiert. Zum Vergleich der 
Thrombozyten-Endothelinteraktionen wurde die Thrombozytenadhärenz bezogen auf die 
Gefäßoberfläche herangezogen. 
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Im Folgenden werden die akuten Veränderungen dieser Parameter im Normalgewebe mit 
denen im Tumor verglichen. Graphisch dargestellt sind die Werte, welche am Ende der 
Infusion in den drei Therapiegruppen gemessen wurden. 
 
Während die Gefäßdurchmesser in allen Versuchsgruppen unabhängig vom untersuchten 
Gewebe im Verlauf der Therapie konstant blieben (siehe Abb. 21), zeigte sich bei der 
Quantifizierung der funktionellen Gefäßdichte, dass es am Ende der Infusion von 
unbeladenen kationischen Liposomen und EndoTAG®-1 lediglich im Tumor zu einer 
signifikanten Reduktion der Werte gekommen war. Im Normalgewebe blieb die funktionelle 
Gefäßdichte in diesen Versuchsgruppen dagegen unverändert (siehe Abb. 22 A). 
Gleichermaßen war eine akute Verringerung der Erythrozytenfließgeschwindigkeit und des 
mikrozirkulatorischen Perfusionsindex unter Infusion von unbeladenen Liposomen bzw. 
EndoTAG®-1 nur in Tumorgefäßen zu sehen (siehe Abb. 22 B, C). Ein noch deutlicherer 
tumorselektiver Effekt unter akuten Therapiebedingungen konnte bei Untersuchung der 
ThrombozytenadhärenzGefäß beobachtet werden. Wiederum führten sowohl unbeladene 
kationische Liposomen als auch EndoTAG®-1 zu einer Zunahme adhärenter Thrombozyten, 
die im Vergleich mit der Normalgewebekontrolle Signifikanz erreichte (siehe Abb. 22 D). 
 
 
 
 Abb. 21: Die Gefäßdurchmesser blieben nach 90-minütiger Infusion 
der Wirksubstanzen im Tumor und im Normalgewebe unverändert.   
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 Abb. 22: Quantitativer Vergleich zwischen Tumor und Normalgewebe unter akuten 
Therapiebedingungen.  Mikrozirkulation (Infusionsende): tumorselektive Verminderung der 
funktionellen Gefäßdichte (A), der Erythrozytenfließgeschwindigkeit (B) und des 
mikrozirkulatorischen Perfusionsindex (C) nach  Infusion von kationischen Liposomen und 
EndoTAG®-1. Thrombozyten-Endothelinteraktionen (Infusionsende): signifikante, tumorselektive 
Steigerung der Anzahl adhärenter Thrombozyten unter Therapie mit unbeladenen kationischen 
Liposomen und EndoTAG®-1 verglichen mit der Normalgewebekontrolle (D). 
MW ± SEM, # p < 0,05 vs. Taxol (Tumor), § p < 0,05 vs. Normalgewebe 
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3. Ergebnisse der histologischen Untersuchung  
 
Durch die histologische Analyse subkutaner Tumore unmittelbar nach einmaliger Infusion 
von Liposomen bzw. EndoTAG®-1 sollte das Ergebnis der in vivo Versuche mit akutem 
Versuchsablauf anhand einer zweiten Methode verifiziert und eine qualitative Aussage über 
die Verteilung adhärenter Thrombozyten getroffen werden. Der Einsatz verschiedener 
Fluoreszenzmarker machte hierbei eine separate Visualisierung von Thrombozyten und der 
jeweiligen Wirksubstanz möglich, so dass gleichzeitig überprüft werden konnte, ob 
möglicherweise eine Kolokalisation zwischen den beiden besteht. Zu diesem Zweck wurden 
Gefrierschnitte der perfundierten Tumore angefertigt und mit Hilfe konfokaler Laser-
Scanning-Mikroskopie ausgewertet.  
 
Wie schon in der intravitalmikroskopischen Untersuchung war unter akuten Therapie-
bedingungen auch in der Histologie sowohl nach Infusion unbeladener Liposomen als auch 
nach Infusion von EndoTAG®-1 eine Vielzahl adhärenter Thrombozyten in den 
Tumorgefäßen zu sehen. Hierbei konnte der zuvor gewonnene Eindruck bestätigt werden, 
dass die Thrombozyten auf fast alle Gefäße des Tumors verteilt sind, ohne einen Thrombus zu 
formen. Die Wirksubstanzen zeigten in der Laser-Scanning-Mikroskopie ebenfalls eine 
homogene Verteilung auf das gesamte Gefäßsystem. Eindeutige lokale Mehranreicherungen 
konnten nicht ausgemacht werden. Hinweise für eine Fusion zwischen Thrombozyten und 
Liposomen oder eine Internalisierung waren nicht vorhanden (siehe Abb. 23).  
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A) B) 
C) D) 
Kationische Liposomen EndoTAG®-1 
Abb. 23: Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie von Gefrierschnitten subkutaner Tumore 
unmittelbar nach Infusion von unbeladenen kationischen Liposomen (A, C) oder EndoTAG®-1 
(B, D). Grünfluoreszenz: CFSE-markierte Thrombozyten, Rotfluoreszenz: Rhodamin-markierte 
Wirksubstanzen. Zur besseren Kontrastierung wurden die Kerne der Tumorzellen mit DAPI 
blau gegengefärbt. In beiden Versuchsgruppen konnte eine erhöhte Thrombozytenadhärenz 
nachgewiesen werden. Hierbei zeigte sich in den Übersichtsaufnahmen eine homogene 
Verteilung der Wirksubstanzen auf das ganze Tumorgefäßsystem mit adhärenten 
Thrombozyten in fast allen Gefäßen (A, B). 
Bei stärkerer Vergrößerung waren die einzelnen Thrombozyten noch gut voneinander 
abgrenzbar. Eine Bildung vollständiger Mikrothromben wurde nicht beobachtet (C, D).  
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4. 
4.1 
4.1.1 
4.1.2 
Ergebnisse der in vivo Versuche mit chronischem Versuchsablauf  
 
Nachdem die vorherigen in vivo Versuche interessanterweise zeigen konnten, dass sich die 
Therapieeffekte nach einmaliger Gabe von EndoTAG®-1 nicht von unbeladenen kationischen 
Liposomen unterscheiden, wurde eine zweite Versuchsreihe unter chronischen Therapie-
bedingungen durchgeführt. Hierbei sollte analysiert werden, ob eine wiederholte Therapie zu 
Unterschieden in den Thrombozyten-Endothelinteraktionen führt. Zu diesem Zweck erhielten 
Versuchstiere vor Durchführung der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie eine 3-malige Gabe 
von unbeladenen kationischen Liposomen oder EndoTAG®-1. Um eine Beeinflussung der 
Ergebnisse durch akute Interaktionen zwischen Thrombozyten und Wirksubstanzen sicher 
auszuschließen, erfolgten die Messungen 24 Stunden nach Beendigung der letzten Infusion. 
  
Effekte auf die Thrombozyten-Endothelinteraktionen im Tumor 
ThrombozytenadhärenzROI  
 
Zur Quantifizierung der Thrombozyten-Endothelinteraktionen im Tumor wurde die 
Thrombozytenadhärenz pro Quadratmillimeter Messareal (= ROI) ausgewertet. Im Gegensatz 
zum Akutversuch zeigte sich hier ein signifikanter Unterschied zwischen unbeladenen 
Liposomen und EndoTAG®-1. Während in der Versuchsgruppe, die mit EndoTAG®-1 
therapiert worden war, eine massive Thrombozytenadhärenz beobachtet werden konnte, 
fanden sich 24 Stunden nach wiederholter Therapie mit unbeladenen Liposomen kaum 
adhärente Thrombozyten in den Tumorgefäßen (siehe Abb. 25 A) 
 
Mikrothrombosen 
 
Während der intravitalmikroskopischen Untersuchung fiel ebenfalls auf, dass die 
Thrombozytenadhärenz nach 3-facher Gabe von EndoTAG®-1, anders als bei den Versuchen 
mit akutem Versuchsablauf, in umschriebenen Gefäßabschnitten so hoch war, dass es zur 
Entstehung von Thrombosen kam. Zum Teil konnten hierdurch bedingte, vollständige 
Gefäßverschlüsse im Tumor beobachtet werden (siehe Abb. 24). Die Anzahl solcher 
Mikrothrombosen wurde ausgewertet und einer statistischen Analyse unterzogen. Hierbei 
zeigte sich ebenfalls ein signifikanter Unterschied zwischen der Therapie mit unbeladenen 
kationischen Liposomen und EndoTAG®-1 (siehe Abb. 25 B). 
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4.2 Vergleichende Untersuchung von Tumor und Normalgewebe 
 
Wie auch zuvor unter akuten Versuchsbedingungen wurden nach wiederholter Therapie mit 
EndoTAG®-1 die Ergebnisse der Untersuchungen im Tumor mit einer Normalgewebe-
kontrolle verglichen. Hierdurch sollte evaluiert werden, ob unter chronischen 
Therapiebedingungen ebenfalls eine Tumorselektivität der induzierten Thrombozyten-
Endothelinteraktionen vorliegt. 
Als Normalgewebekontrolle diente eine zusätzliche Versuchsgruppe mit Tieren, die keinen 
Tumor in der Rückenhautkammer trugen. Zur Beurteilung der Therapieeffekte erfolgte 
wiederum die Quantifizierung der Thrombozytenadhärenz und der Mikrothrombosen.  
 
Die vergleichende Untersuchung von Tumor und Normalgewebe nach 3-maliger Gabe von 
EndoTAG®-1 zeigte, dass es nur in den Tumorgefäßen, nicht jedoch in den Gefäßen der 
normalen Rückenhautmuskulatur zu einer signifikanten Zunahme adhärenter Thrombozyten 
gekommen war (siehe Abb. 25 A). Bei der quantitativen Analyse der Mikrothrombosen 
konnte ebenfalls eine statistisch signifikante Tumorselektivität der Wirkung von  
EndoTAG®-1 nachgewiesen werden (s. Abb. 25 B).  
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Abb. 24: Entstehung einer Mikrothrombose in einem Tumorblutgefäß nach wiederholter Therapie 
mit EndoTAG®-1. Im zeitlichen Verlauf konnte mittels intravitaler Fluoreszenzmikroskopie die 
sukzessive Anlagerung CFSE-markierter Thrombozyten an der Gefäßwand bis hin zum 
vollständigen Verschluss des Gefäßes dokumentiert werden.  
Solche  Mikrothrombosen wurden selektiv im Tumor und nicht in der Normalgewebekontrolle 
beobachtet. Ebenso hatte die wiederholte Gabe unbeladener kationischer Liposomen keinen 
derartigen Effekt auf die Thrombozyten-Endothelinteraktion. 
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Abb. 25: Darstellung der Thrombozyten-Endothelinteraktionen unter chronischen 
Therapiebedingungen. Nur EndoTAG®-1 führte nach wiederholter Gabe  zu einer 
signifikanten Thrombozytenadhärenz (A) und Induktion von Mikrothrombosen (B) im 
Tumor verglichen mit unbeladenen kationischen Liposomen. Der Vergleich mit einer 
Normalgewebekontrolle konnte zeigen, dass es sich hierbei um tumorselektive Effekte von 
EndoTAG®-1 handelt.  
MW ± SEM, * p < 0,05 vs. kat. Liposomen, § p < 0,05 vs. Normalgewebe 
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IV DISKUSSION 
1. 
1.1 
Diskussion der Methodik 
Das Modell der transparenten Rückenhautkammer 
 
Ziel dieser Arbeit war es, die Funktion von Thrombozyten unter antivaskulärer Therapie 
solider Tumore mit Paclitaxel enkapsuliert in kationische Liposomen (EndoTAG®-1) zu 
untersuchen. Zur Analyse von Zell-Zell- oder Zell-Endothelinteraktionen in vivo werden 
häufig so genannte Akutmodelle wie z.B. Präparationen des Musculus cremaster (Baez, 1973; 
Vollmar et al., 2001b) oder des Dünndarms (Massberg et al., 1998; 1999) verwendet. Diese 
haben den Nachteil, dass Untersuchungen lediglich über einen Zeitraum von wenigen Stunden 
möglich sind und mit einem unmittelbar vorausgegangenen Trauma einhergehen. Weiterhin 
benötigen die Tiere zur Durchführung der Versuche eine Narkose. Unter Verwendung von 
Injektions- oder Inhalationsnarkotika kann es jedoch durch Beeinflussung 
mikrohämodynamischer Parameter zu einer Verfälschung der Untersuchungsergebnisse 
kommen (Franke et al., 1982; Franke and Endrich, 1983; Colantuoni et al., 1984).  
Um derartige Probleme zu vermeiden, wurde in der vorliegenden Studie das von Endrich und 
Mitarbeitern entwickelte Modell der transparenten Rückenhautkammer am Hamster 
eingesetzt (Endrich et al., 1980). Dieses Modell erlaubt nach einer Erholungsphase von 1-2 
Tagen eine Untersuchung der Mikrozirkulation über einen Zeitraum von bis zu vier Wochen 
ohne den störenden Einfluss einer akuten Traumatisierung oder einer Narkose (Messmer and 
Krombach, 1998). Das Modell bietet gegenüber früheren Kammerpräparationen z.B. am 
Kaninchenohr (Sandison, 1924), an der Hamsterbackentasche (Warren et al., 1978) oder an 
der Rückenhaut von Mäusen (Algire, 1943) und Ratten (Papenfuss et al., 1979) einige 
wesentliche Vorteile. Durch eine optimierte atraumatische Präparationstechnik wird die 
Bildung von Granulationsgewebe, welches eine Analyse der Mikrozirkulation unter 
physiologischen Bedingungen erheblich einschränkt, weitgehend verhindert. Makroskopische 
und mikroskopische Untersuchungen konnten morphologische oder funktionelle 
Veränderungen der Gefäße im Präparationsareal ausschließen (Endrich et al., 1980). Die 
Belastung für die Versuchstiere wird durch Anfertigung der Kammern aus Titan, welches sich 
als Werkstoff durch ein geringes Gewicht, eine hohe Stabilität und seine biologische Inertheit 
auszeichnet, minimiert (Menger et al., 1990). Darüber hinaus ermöglicht die 
Kammerkonstruktion eine vereinfachte Implantation und Beobachtung verschiedener 
syngener oder allogener Gewebe wie z.B. Tumorzellen (Endrich et al., 1982b; Leunig et al., 
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1992; Borgstrom et al., 1995),  Langerhans Inseln (Menger et al., 1990; Vajkoczy et al., 
1995), Ovarialfollikel (Vollmar et al., 2001a) und Nebenschilddrüsengewebe (Strieth et al., 
2005).  
 
Aufgrund der angeführten Vorteile eignet sich das Modell hervorragend zur Bearbeitung der 
Fragestellungen im Rahmen der vorliegenden Studie. Mit Hilfe der Rückenhautkammer 
können Veränderungen der Tumormikrozirkulation und der Thrombozyten-
Endothelinteraktionen in vivo sowohl unmittelbar während der Infusion der Wirksubstanzen, 
als auch im weiteren Therapieverlauf erfasst werden. Es ist somit möglich, akute 
Therapieeffekte von den Auswirkungen einer wiederholten antivaskulären Behandlung zu 
unterscheiden. Weiterhin erlaubt die Kammer durch Untersuchung der umgebenden 
Rückenhautmuskulatur im Präparationsareal  einen direkten Vergleich mit einer intrinsischen 
Normalgewebekontrolle. Die Frage nach der Tumorselektivität der antivaskulären Therapie 
lässt sich hierdurch einfach klären.  
Als Tumorzelllinie wurde das amelanotische Hamstermelanom A-Mel-3 gewählt (Fortner et 
al., 1961). Dieser Tumor war in der Vergangenheit Gegenstand ausgiebiger 
Forschungsaktivitäten am Institut für Chirurgische Forschung und wurde in der 
Rückenhautkammer detailliert charakterisiert (Asaishi et al., 1981; Endrich et al., 1982a; 
Endrich et al., 1982b; Goetz, 1987). Weiterhin stammen entscheidende Erkenntnisse über die 
Funktion und Wirkung von EndoTAG®-1 aus Untersuchungen am A-Mel-3 Melanom 
(Schmitt-Sody et al., 2003; Strieth et al., 2004; Eichhorn et al., 2006). Diese Studien bilden 
eine wesentliche Grundlage der vorliegenden Arbeit.  
 
Um einer Verfälschung der Untersuchungen durch entzündliche oder traumatische 
Veränderungen des Präparationsareals vorzubeugen, wurden die von Sewell aufgestellten 
Anforderungen an eine intakte Mikrozirkulation als Einschlusskriterien für die Versuche 
definiert (Sewell, 1966). Die Erfolgsrate der Kammerpräparation war hiernach > 80%.  
 
1.2 Intravitale Fluoreszenzmikroskopie und offline Videobildanalyse 
 
Die Darstellung und quantitative Analyse der Mikrozirkulation und der Thrombozyten-
Endothelinteraktionen in Tumor und Normalgewebe erfolgten in dieser Studie anhand 
intravitaler Fluoreszenzmikroskopie. Dank hochauflösender optischer Systeme und der 
Entwicklung digitaler Technologien stellt die Intravitalmikroskopie in der modernen 
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Mikrozirkulationsforschung ein unverzichtbares Instrument dar (Vajkoczy et al., 2000). 
Durch ihren nicht-invasiven Ansatz, die hohe optische Abbildungsqualität und die 
Möglichkeit einer kontinuierlichen Beobachtung der Gefäßstrukturen ist die 
Intravitalmikroskopie anderen Untersuchungstechniken überlegen. Bei einer histologischen 
Analyse beispielsweise wird das Gewebe lediglich zu einem einzelnen Zeitpunkt beurteilt, 
wodurch Aussagen zu dynamischen Abläufen nur eingeschränkt und erschwert zulässig sind. 
Zudem können bei der Aufbereitung des Gewebes Gefäßveränderungen auftreten, welche zu 
einer Beeinträchtigung der Ergebnisse führen (Dobrin, 1996; Choy et al., 2005). 
Durch die Entwicklung verschiedener Fluoreszenzfarbstoffe ist neben einer morphologischen 
Untersuchung der Angioarchitektur auch eine Erfassung dynamischer Prozesse möglich. So 
können Veränderungen mikrohämodynamischer Messparameter wie z.B. die 
Erythrozytenfließgeschwindigkeit, die funktionelle Gefäßdichte oder die Gefäßpermeabilitiät 
quantifiziert werden. Darüber hinaus ermöglicht eine Fluoreszenzmarkierung die selektive 
Visualisierung korpuskulärer Blutbestandteile und die Quantifizierung von Zell-Zell- bzw. 
Zell-Endothelinteraktionen in vivo (Menger and Lehr, 1993; Vajkoczy et al., 2000).  
Der Gebrauch von Fluoreszenzfarbstoffen während der Intravitalmikroskopie unterliegt 
jedoch auch Limitationen. Vor allem bei einer wiederholten Untersuchung ausgewählter 
Gefäßabschnitte kann es durch Akkumulation von Fluoreszenzmarkern, hohe 
Belichtungsintensitäten und lange Belichtungszeiten zu phototoxischen Reaktionen kommen. 
Diese bewirken eine Störung der vaskulären Integrität und der Funktion von Blutzellen. 
(Herrmann, 1983; Povlishock et al., 1983; Reed and Miller, 1988). Die applizierte Menge an 
Lichtenergie pro Untersuchungsareal sollte demnach so gering wie möglich gehalten werden. 
Dies kann z.B. durch Verkürzung der Observationsdauer und den Einsatz von Bildverstärkern 
und Kameras mit einer hohen Lichtsensitivität erreicht werden (Saetzler et al., 1997). Studien 
zur Abhängigkeit phototoxischer Effekte von der Art des Fluoreszenzfarbstoffes und der 
Lichtintensität konnten zeigen, dass bei Untersuchungen der Mikrozirkulation unter diesen 
Maßnahmen nicht mit der Induktion einer phototoxischen Reaktion zu rechnen ist (Steinbauer 
et al., 2000; Harris et al., 2002).  
 
Um das Ausmaß derartiger phototoxischer Reaktionen zu minimieren, fanden die 
intravitalmikroskopischen Messungen für die vorliegende Arbeit an einem 
Mikrozirkulationsarbeitsplatz statt, der unter anderem nach den oben genannten  
Gesichtspunkten konzipiert wurde. So kann durch Verwendung verschiedener optischer Filter 
eine Epiillumination ausschließlich im jeweils benötigten Lichtspektrum durchgeführt 
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werden. Weiterhin ermöglicht ein computergesteuerter Objekttisch das rasche Aufsuchen der 
Untersuchungsareale. Hierdurch kann die Belichtungsdauer und somit die applizierte 
Lichtenergie verringert werden. Durch die Verbindung der Kamera mit einer 
Videodokumentationseinheit können Aufnahmen der Untersuchung angefertigt werden. Eine 
unmittelbare Auswertung während des Versuchs wird dadurch unnötig, was ebenfalls zu einer 
Reduktion der Belichtungsdauer pro Messareal beiträgt.  
 
1.3 Fluoreszenzmarkierung von Thrombozyten 
 
Zur Visualisierung von Thrombozyten in der Intravitalmikroskopie ist eine Fluoreszenz-
markierung notwendig. Prinzipiell ist eine in vivo Markierung durch intravenöse Applikation 
des Fluoreszenzfarbstoffes möglich (Tangelder et al., 1982; 1988; Katayama et al., 2000), 
allerdings ist eine derartige Methodik aufgrund verschiedener Faktoren für diese Studie 
weniger geeignet. Zum einen wird zwar ein hoher prozentualer Anteil der Thrombozyten 
angefärbt, es werden aber auch andere korpuskuläre Blutbestandteile wie z.B. Leukozyten 
markiert (Tangelder et al., 1982; Suematsu et al., 1994). Eine Differenzierung der 
Zellpopulationen ist dann nur anhand des Größenunterschiedes möglich und gestaltet sich in 
der Zirkulation entsprechend schwierig. Darüber hinaus kann es durch akzidentelle 
Markierung von Plasmaproteinen zu einer diffusen intravasalen Fluoreszenz und damit zu 
einer erheblichen Kontrastverschlechterung kommen. Zum anderen ist im Tumor aufgrund 
der erhöhten Permeabilität angiogenetischer Gefäße zusätzlich mit einer Extravasation des 
Fluoreszenzfarbstoffes zu rechnen. Hierdurch nimmt die Hintergrundfluoreszenz zu und die 
Bildqualität der intravitalmikroskopischen Aufnahmen verschlechtert sich deutlich (Katayama 
et al., 2000). 
Aufgrund dieser Limitationen erfolgte in der vorliegenden Arbeit eine ex vivo Markierung der 
Thrombozyten. Hierbei ist eine selektive Anfärbung der gewünschten Zellart nach 
vorausgegangener Isolierung möglich. Außerdem können überschüssige Farbstoffreste leicht 
entfernt und somit unspezifische Reaktionen mit anderen korpuskulären Blutbestandteilen 
sowie eine Anreicherung im Extravasalraum vermieden werden. Ein erfolgreiches Protokoll 
zur ex vivo Fluoreszenzmarkierung von Thrombozyten stammt aus einer Studie von Massberg 
et al. über ein neues Mikrozirkulationsmodell am Dünndarm der Maus (Massberg et al., 
1998). Hierbei wurde plättchenreiches Plasma syngener Spendertiere gewonnen und mit dem 
Fluoreszenzfarbstoff Rhodamin 6G inkubiert. Dieser Farbstoff zeichnet sich durch 
Akkumulation in den Membranen der Mitochondrien aus. Die so markierten Thrombozyten 
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wiesen weder in vitro noch in vivo Zeichen einer Aktivierung oder einer veränderten Funktion 
auf. Für Untersuchungen der Thrombozyten-Endothelinteraktionen im Tumor ist diese 
Methode der Fluoreszenzmarkierung jedoch nicht optimal, da es hier zu einer raschen 
Umverteilung des Rhodamin 6G aus den Thrombozyten in das Tumorinterstitium kommt. 
Eine ausreichende Visualisierung der Thrombozyten in der Tumormikrozirkulation ist 
hiernach nicht mehr möglich. 
Aus diesem Grund wurde das Protokoll von Manegold et al. soweit modifiziert, dass es den 
veränderten Bedingungen im Tumor gerecht wird (Manegold, 2003). Statt Rhodamin 6G 
wurde Carboxyfluoreszein-diazetat-Succinimidylester (CFDA-SE) für die Markierung der 
Thrombozyten verwendet. CFDA-SE ist eine nicht fluoreszierende Vorstufe, welche nach 
passiver Diffusion in die Zellen durch intrazelluläre Esterasen gespalten wird. Hierbei entsteht 
der Fluorophor Carboxyfluoreszein-Succinimidylester (CFSE). Ein wesentlicher Vorteil der 
Fluoreszenzmarkierung mit CFDA-SE besteht in der stabilen Verbindung, die der Farbstoff 
durch Reaktion mit Lysinresten intrazellulärer Proteine eingeht (Suematsu et al., 1994; Miura 
et al., 1995). Eine schnelle Umverteilung des Fluorophors wird hierdurch verhindert und die 
Zellen können über mehrere Stunden hinweg in der Tumormikrozirkulation visualisiert 
werden. Weiterhin wurde in dem modifizierten Protokoll eine geringere Menge an 
Prostaglandin E2 (PGE2) eingesetzt, um eine Aktivierung der Thrombozyten in vitro zu 
verhindern, ohne jedoch eine irreversible Hemmung zu bewirken. Mittels 
Durchflusszytometrie und Aggregometrie konnte gezeigt werden, dass die Thrombozyten 
durch die Markierung nicht aktiviert werden und ihre volle Funktionalität behalten (Manegold 
et al., 2003). Das Verfahren wurde kürzlich erfolgreich auf die Wüstenrennmaus übertragen 
(Waldner et al., 2007). Funktionstests konnten wiederum bestätigen, dass die Thrombozyten 
durch die Markierung mit CFDA-SE nicht beeinträchtig werden.  
 
In der vorliegenden Arbeit sollten die Thrombozyten-Endothelinteraktionen im Tumor 
intravitalmikroskopisch über einen Zeitraum von 2-3 Stunden analysiert werden. Um eine 
sichere Darstellung der Thrombozyten während der gesamten Versuchsdauer zu 
gewährleisten, wurde eine Fluoreszenzmarkierung mit CFDA-SE nach dem Protokoll von 
Manegegold durchgeführt (Manegold et al., 2003). Da Hamster ein größeres Blutvolumen als 
Mäuse und somit auch eine größere Gesamtzahl an Thrombozyten aufweisen, wurden die 
Probenvolumina bei konstantem Verhältnis der Einzelkomponenten so angepasst, dass der 
prozentuale Anteil markierter Thrombozyten an der Gesamtpopulation nach Transfusion 
weiterhin 5-10% entsprach. Auch wenn mit der Fluoreszenzmikroskopie nur markierte Zellen 
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quantifiziert werden können, sind bei dieser Relation dennoch repräsentative Aussagen 
möglich (Tangelder et al., 1988). Auf eine gesonderte in vitro Kontrolle der 
Thrombozytenfunktion nach Markierung wurde verzichtet, da es bei den in vivo 
Untersuchungen keinen Anhalt für eine Aktivierung oder sonstige Veränderungen gab.  
 
2. 
2.1 
Diskussion der Ergebnisse  
In vitro Untersuchung der Thrombozytenaktivierung 
 
Es ist bekannt, dass kationische Liposomen aufgrund ihrer Ladung mit anionischen 
Plasmaproteinen und Oberflächenmolekülen korpuskulärer Blutbestandteile interagieren 
können (Martin and MacDonald, 1976; Nishikawa and Huang, 2001). Da Thrombozyten eine 
negative Netto-Oberflächenladung besitzen (Seaman and Vassar, 1966), sind solche 
Interaktionen wahrscheinlich. Eichhorn und Mitarbeiter haben am Syrischen Goldhamster die 
Effekte einer systemischen Injektion kationischer Liposomen auf die korpuskulären 
Blutbestandteile genauer untersucht (Eichhorn et al., 2004b). Mittels durchfluss-
zytometrischer Analysen arterieller Blutproben konnte gezeigt werden, dass es nach 
intravenöser Applikation zu einer ausgeprägten Bindung der Liposomen an Granulozyten, 
Lymphozyten und Thrombozyten kommt. Darüber hinaus wurde fünf Minuten nach Injektion 
ein vorübergehender, signifikanter Abfall der Thrombozyten- und Leukozytenzahlen 
beobachtet. Durch eine vorausgehende Injektion von Protamin konnte dieses Phänomen zum 
Teil aufgehoben werden. Eine Blockade möglicher Bindungsstellen für kationische 
Liposomen durch das ebenfalls positiv geladene Protamin scheint hierbei eine Rolle zu 
spielen.  
 
In dieser Arbeit wurde der Einfluss einer solchen Interaktion auf den Aktivierungsgrad der 
Thrombozyten in vitro untersucht. Hierbei zeigte sich in der Durchflusszytometrie, dass 
sowohl eine Stimulation mit unbeladenen kationischen Liposomen, als auch mit EndoTAG®-1 
zu einer starken Aktivierung der Thrombozyten führt. Der Anteil aktivierter Zellen sowie das 
erreichte Ausmaß der Aktivierung waren vergleichbar mit der Positivkontrolle, die mit dem 
löslichen Agonisten Phorbolmyristatacetat (PMA) stimuliert worden war. Die Ergebnisse 
legen nahe, dass der eigentliche Effektor dieser Reaktion in den Liposomen selbst und nicht 
im enkapsulierten Paclitaxel zu sehen ist. Gegen eine Aktivierung der Thrombozyten durch 
Paclitaxel spricht auch eine frühere Studie zum Einfluss Tubulin-stabilisierender Wirkstoffe 
auf die Thrombozytenphysiologie. Hier konnte gezeigt werden, dass die biochemischen und 
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strukturellen Eigenschaften von Thrombozyten durch Paclitaxel nicht beeinträchtigt werden. 
(White and Rao, 1983). 
Eine mögliche Erklärung für das Aktivierungspotential kationischer Liposomen bietet sich, 
wenn man die Ergebnisse einer frühen Studie zum Aggregationsverhalten von Thrombozyten 
nach Kontakt mit immobilisiertem Kollagen betrachtet (Wilner et al., 1968). Hier wurde 
deutlich, dass insbesondere positiv geladene Aminogruppen des Kollagens für die 
Aktivierung und die folgende Aggregation von Thrombozyten verantwortlich sind. Es ist 
denkbar, dass bei der Stimulation von Thrombozyten durch kationische Liposomen bzw. 
EndoTAG®-1 ebenfalls ein ladungsabhängiger Mechanismus eine Rolle spielt. Darüber 
hinaus scheinen aber auch andere Faktoren von Bedeutung zu sein. In der Literatur finden 
sich kontroverse Aussagen über den Einfluss der Ladung von Liposomen auf das Verhalten 
der Thrombozyten in vitro und in vivo. So zeigte sich in einer ausführlichen Studie zu diesem 
Thema überraschenderweise, dass ausschließlich negativ geladene Liposomen eine reversible 
Thrombozytenaggregation induzieren konnten (Zbinden et al., 1989). In anderen Studien 
dagegen wurde sowohl für kationische als auch für anionische Liposomen eine 
aggregationshemmende Wirkung verzeichnet (Juliano et al., 1983; Zakrevskii et al., 1992). 
Inwiefern diese unterschiedlichen Ergebnisse durch die Zusammensetzung, die Höhe der 
Ladung und die Konzentration der untersuchten Liposomen bedingt sind, kann an dieser 
Stelle nicht beurteilt werden.  
 
Da für durchflusszytometrische Untersuchungen am Hamster keine geeigneten 
Aktivierungsmarker zur Verfügung stehen, wurden in der vorliegenden Arbeit humane 
Thrombozyten untersucht. Auch wenn die korpuskulären Blutbestandteile verschiedener 
Säugetiere in ihren morphologischen und funktionellen Eigenschaften weitgehend 
übereinstimmen, ist ein Rückschluss aufgrund der Speziesunterschiede nur unter Vorbehalt 
möglich (Bastian, 2002). Die Ergebnisse der in vivo Versuchsreihen in Rahmen dieser Arbeit 
sprechen jedoch dafür, dass die Beobachtungen an humanen Thrombozyten auch auf 
Thrombozyten des Hamsters zutreffen.  
2.2 In vivo Untersuchung der Tumormikrozirkulation 
 
Im Rahmen antivaskulärer Therapiekonzepte macht man sich die pathophysiologischen 
Besonderheiten des Tumorgefäßsystems und des intratumoralen Mikromilieus gezielt 
zunutze, um die Blutversorgung des Tumors und damit seine Progression einzuschränken. In 
den frühen Stadien der Tumorentwicklung scheint ein antiangiogenetischer Therapieansatz 
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besonders viel versprechend, da hierbei die Bildung neu aussprossender Gefäße inhibiert 
werden soll. In fortgeschrittenen Tumorstadien gewinnen dagegen Vascular Targeting 
Strategien zunehmend an Bedeutung aufgrund der Möglichkeit, das bereits etablierte 
Gefäßsystem anzugreifen (Eichhorn et al., 2004a). Seit den Anfängen antivaskulärer 
Therapieformen in den 1970-er Jahren haben sich Forschungsgruppen weltweit mit der 
Entwicklung geeigneter Therapeutika und deren Auswirkungen auf die Entstehung, das 
Wachstum und die Metastasierung verschiedener Tumore beschäftigt (Augustin, 2003). Ein 
grundlegendes Verständnis der strukturellen und funktionellen Veränderungen der 
Tumormikrozirkulation unter antivaskulärer Therapie stellt dabei eine wichtige 
Voraussetzung für die Überwachung und Optimierung des Therapieerfolges dar. 
Unter den sog. Vascular Targeting Agents wurden die kleinmolekularen Substanzen mit 
Tubulin-bindenden Eigenschaften diesbezüglich in den letzten Jahren eingehend untersucht 
(Tozer et al., 2005). Insbesondere der Wirkstoff Combretastatin A-4-Phosphat (CA-4-P) war 
hierbei Gegenstand ausführlicher Studien (Tozer et al., 1999; Malcontenti-Wilson et al., 2001; 
Chaplin and Hill, 2002; Brooks et al., 2003; Vincent et al., 2005). Mittels 
Intravitalmikroskopie, Laser-Doppler und Histologie wurden die Auswirkungen von CA-4-P 
auf das Gefäßsystem und die Mikrozirkulation in verschiedenen Tumormodellen analysiert. 
Es konnte gezeigt werden, dass bereits eine einmalige Infusion von CA-4-P zu einer 
drastischen Schädigung der Neovaskularisation mit Reduktion der Tumorperfusion im Sinne 
eines vaskulären Shut Downs führt (Tozer et al., 2001; Chaplin and Hill, 2002). Die 
Quantifizierung mikrohämodynamischer Messparameter ergab bereits wenige Minuten nach 
Therapie eine signifikante Abnahme der Erythrozytenfließgeschwindigkeit und des 
intratumoralen Blutflusses. Bei einem Teil der Gefäße wurde außerdem eine Reduktion der 
Gefäßdurchmesser nachgewiesen (Tozer et al., 2001; Malcontenti-Wilson et al., 2001). Die 
Autoren gehen davon aus, dass die Wirkung von CA-4-P auf einem Zusammenspiel 
verschiedener Faktoren beruht. Zum einen konnte eine signifikante Zunahme der 
Gefäßpermeabilität verzeichnet werden, welche zu einer zusätzlichen Steigerung des ohnehin 
erhöhten interstitiellen Drucks führt. Zum anderen wurde eine vermehrte Interaktion von 
Blutzellen diskutiert. Diese Hypothese wurde durch die Beobachtung gestärkt, dass CA-4-P in 
der Abwesenheit von Blut an einem Modell der isolierten Tumorperfusion zwar antivaskuläre 
Effekte zeigt, in vivo jedoch zu einem wesentlich stärker ausgeprägten antivaskulären Effekt 
führt (Dark et al., 1997). Die Wirkung von CA-4-P scheint also sowohl auf einer direkten 
Schädigung der Gefäße als auch auf einer indirekten Beeinträchtigung der Mikrozirkulation in 
Abhängigkeit von Zellen und/oder Komponenten des Blutes zu beruhen (Tozer et al., 2005). 
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In Abbildung 26 sind die pathophysiologischen Zusammenhänge der potentiellen 
Wirkmechanismen schematisch dargestellt.  
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Abb. 26: Mögliche Mechanismen beim Vascular Targeting mit Combretastatin A-4-Phosphat.  
(mod. nach Tozer et al.; Cancer Research 61: 6413-6422, 2001) 
 
Vergleichbare Mechanismen scheinen auch bei der Therapie mit anderen Vascular Targeting 
Agenzien eine Rolle zu spielen. So führt die kleinmolekulare Wirksubstanz DMXAA (5,6-
Dimethylxanthenone-4-Aceti Acid) über eine zytokingesteuerte Schädigung der Endothel-
zellen ebenfalls zu einer Steigerung der Gefäßpermeabilität. Gleichzeitig konnte eine 
signifikante Aktivierung von Thrombozyten nachgewiesen werden. Unter Berücksichtigung 
der zuvor dargestellten Zusammenhänge können diese Faktoren zu einer akuten Verringerung 
der Tumorperfusion beitragen (Baguley, 2003; Zhao et al., 2005).  
Es liegt nahe, dass antivaskuläre Therapieformen, die sich primär gegen Endothelzellen 
richten, grundsätzlich über ähnliche Wirkmechanismen verfügen, da die Endothelläsion bei 
allen den Ausgangspunkt für die zur Tumornekrose führende Reaktionskette darstellt.  
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Unsere Arbeitsgruppe hat sich in den letzten Jahren eingehend mit dem Einsatz kationischer 
Liposomen im Rahmen antivaskulärer Therapiestrategien beschäftigt (Schmitt-Sody et al., 
2003; Krasnici et al., 2003; Eichhorn et al., 2004b). Strieth et al. haben die Auswirkungen von 
EndoTAG®-1 auf die Tumormikrozirkulation des A-Mel-3 am Modell der transparenten 
Rückenhautkammer des Goldhamsters eingehend untersucht (Strieth et al., 2004). Hierbei 
zeigten sich nach wiederholter systemischer Infusion von EndoTAG®-1 (Tag 3, 5 und 7 nach 
Tumorzellimplantation) qualitativ und quantitativ ähnliche Effekte wie nach antivaskulärer 
Therapie mit Combretastatin-4-P (siehe 2.2.2.). So führte EndoTAG®-1, wenn auch über 
einen längeren Therapiezeitraum hinweg, ebenfalls zu einer massiven Schädigung der 
Tumorgefäße. Dies äußerte sich in einer signifikanten Reduktion der funktionellen 
Gefäßdichte und einer vaskulären Reifungsstörung mit fehlender Zunahme der 
Gefäßdurchmesser. Zusammen mit einer Verminderung der Erythrozytenfließ-
geschwindigkeit resultierte daraus eine Reduktion des Blutflusses um 60% in einzelnen 
Gefäßabschnitten im Vergleich zur Therapie mit konventionellem Paclitaxel oder 
unbeladenen kationischen Liposomen. Das Tumorwachstum wurde hierunter signifikant 
verzögert. Interessanterweise konnte auch nach Infusion unbeladener kationischer Liposomen 
ein moderater antitumoraler Effekt verzeichnet werden. So kam es in dieser Gruppe zu einer 
tendenziell geringeren Größenzunahme der Tumore als in den mit Glukose oder Taxol 
therapierten Kontrollen. Dieses Phänomen wurde bereits zuvor beobachtet, jedoch nicht 
weiter analysiert (Schmitt-Sody et al., 2003).  
Während in vorausgegangenen Studien detailliert auf die mikrozirkulatorischen 
Veränderungen  nach wiederholter Therapie mit EndoTAG®-1 eingegangen wurde, gibt es 
bisher keine Daten zu den akuten Auswirkungen auf das Gefäßsystem und die Hämodynamik 
im Tumor. Diesbezügliche Untersuchungen im Rahmen der vorliegenden Arbeit erbrachten 
ein überraschendes Ergebnis. Es zeigte sich, dass es bereits im Verlauf einer einmaligen Gabe 
von EndoTAG®-1 zu einer erheblichen Beeinflussung der Tumormikrozirkulation kommt. In 
der Intravitalmikroskopie imponierten am Ende der 90-minütigen Infusion diffuse 
Perfusionsausfälle bis hin zu vollständigen Kontrastmittelabbrüchen einzelner Tumorgefäße. 
Die quantitative Analyse ergab eine signifikante Reduktion der funktionellen Gefäßdichte und 
eine Verminderung der Erythrozytenfließgeschwindigkeit. Hieraus resultierte wiederum eine 
signifikante Abnahme des mikrozirkulatorischen Perfusionsindexes verglichen mit den 
Ausgangswerten. In Einklang mit den Ergebnissen vorausgegangener Untersuchungen hatte 
die Infusion von konventionellem Paclitaxel (Taxol®) keine derartigen frühen antivaskulären 
Effekte. Im Gegenteil kam es hier sogar zu einer tendenziellen Verbesserung der 
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Tumorperfusion, eventuell infolge eines gesteigerten Perfusionsdruckes durch Zunahme des 
Intravasalvolumens. Umso erstaunlicher war die Beobachtung, dass es unter Therapie mit 
unbeladenen kationischen Liposomen zu absolut identischen Gefäßveränderungen im Tumor 
kam wie unter Therapie mit EndoTAG®-1. Diese Beobachtung legt nahe, dass die akuten 
Therapieeffekte von EndoTAG®-1 weniger auf das enkapsulierte Paclitaxel, sondern vielmehr 
auf das Transportvehikel, nämlich die kationischen Liposomen, zurückzuführen sind. In 
Anbetracht der deutlichen Unterschiede zwischen den beiden Gruppen nach 3-facher Therapie 
(Strieth et al., 2004) scheinen hier verschiedene Wirkmechanismen eine Rolle zu spielen, 
wobei die Therapiewiederholung anscheinend von entscheidender Bedeutung ist. Um welche 
Mechanismen es sich dabei konkret handelt, konnte bisher nicht hinreichend geklärt werden. 
Ein möglicher Faktor ist die durch intravitalmikroskopische Messungen der Extravasation von 
fluoreszenzmarkiertem Albumin nachgewiesene signifikante Steigerung der Gefäß-
permeabilität nach wiederholter Infusion von EndoTAG®-1 verglichen mit der Glukose-
Kontrolle (Strieth, in press). Den Überlegungen von Tozer und Mitarbeitern zufolge ist jedoch 
davon auszugehen, dass eine antivaskuläre Therapie mit EndoTAG®-1, die wie 
Combretastatin A-4-P primär auf eine Schädigung der Endothelzellen abzielt, neben einer 
Permeabilitätssteigerung auch über andere Mechanismen vermittelt wird. Hier ist 
insbesondere die Beteiligung von korpuskulären Blutbestandteilen zu nennen. Eine 
gesteigerte Leukozytenrekrutierung konnte in diesem Zusammenhang bereits ausgeschlossen 
werden (Strieth, nicht publizierte Daten). Thrombozytenaggregationen wurden bisher nur im 
Rahmen histologischer Analysen einzelner Tumore nach Behandlung mit unbeladenen 
kationischen Liposomen beobachtet (Eichhorn et al., 2006). Ziel dieser Arbeit war es daher, 
die Thrombozyten-Endothelinteraktionen sowohl unmittelbar unter einmaliger Therapie als 
auch nach wiederholter Therapie mit EndoTAG®-1 in vivo zu analysieren. 
 
2.3 In vivo Untersuchung der Thrombozyten-Endothelinteraktionen  
  
Wie bereits einleitend erwähnt existieren kontroverse Meinungen bezüglich der Rolle von 
Thrombozyten im Rahmen der Angiogenese solider Tumore. 
Pinedo und Mitarbeiter postulierten, dass Thrombozyten durch Veränderungen des 
Gleichgewichts zwischen pro- und antiangiogenen Faktoren in der Lage sind, den 
Angiogeneseprozess zu induzieren. Die Voraussetzung hierfür sahen sie unter anderem durch 
die heterogene Tumormikrozirkulation und das lückenhafte Endothel mit Exposition der 
subendothelialen Matrix gegeben. Neben der Freisetzung Thrombozyten-stimulierender 
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Faktoren durch die Tumorzellen selbst trügen diese Eigenschaften zu einer Aktivierung und 
Adhäsion von Thrombozyten bei (Pinedo et al., 1998).  
Eine Reihe von Studien scheint diese Hypothese zu bestätigen. So konnte gezeigt werden, 
dass Endothelzellen in vitro unter dem Einfluss von VEGF vermehrt Tissue Faktor 
produzieren und einen thrombogenen Phänotyp annehmen. Hierunter kommt es zu einem 
vermehrten Auftreten von Thrombozyten-Endothelinteraktionen (Zucker et al., 1998; Verheul 
et al., 2000b). Weiterhin wurde die Bildung kapillärer Strukturen in vitro durch die 
Anwesenheit von Thrombozyten gefördert (Pipili-Synetos et al., 1998). Allerdings wurden die 
genannten Studien ausschließlich an HUVECs (human umbilical vein endothelial cells) 
durchgeführt, so dass eventuelle Besonderheiten von angiogenetischen Endothelzellen nicht 
erfasst wurden.  
Eine in vivo Aktivierung und Adhärenz von Thrombozyten in der Tumormikrozirkulation 
konnte bei der immunhistologischen Analyse unterschiedlicher humaner Weichteilsarkome 
nachgewiesen werden (Verheul et al., 2000a). Aufgrund der Heterogenität des 
Untersuchungsmaterials und der geringen Untersuchungsgröße (n=7) kann anhand dieser 
Studie allerdings keine allgemeingültige Aussage zu den Verhältnissen in der 
Tumormikrozirkulation getroffen werden.  
 
In anderen Studien konnte die Hypothese von Pindeo allerdings nicht bestätigt werden. 
Manegold et al. führten am Modell der transparenten Rückenhautkammer detaillierte 
Analysen der Thrombozyten-Endothelinteraktionen im Verlauf der Vaskularisierung zweier 
unterschiedlicher Tumore in vivo durch. Hier zeigte sich lediglich eine leicht erhöhte Anzahl 
von Thrombozyten, die im Sinne des „thrombocyte rolling“ eine initiale Interaktion mit dem 
Tumorendothel eingingen, jedoch keine gesteigerte Thrombozytenadhärenz (Manegold et al., 
2003). Vorausgegangenen Untersuchungen zufolge sind diese schwachen Interaktionen 
alleine nicht ausreichend, um eine Ausschüttung von Wachstumsfaktoren zu bewirken 
(Wartiovaara et al., 1998; Banks et al., 1998). Überraschenderweise konnte selbst bei 
hinreichender Stimulation mit dem Kalziumionophor A23187, welches eine endotheliale 
Expression von P-Selektin und von Willebrand-Faktor bewirkt, keine wesentliche 
Thrombozytenadhärenz induziert werden (Manegold et al., 2003). Dieses Ergebnis spricht für 
eine verminderte Fähigkeit angiogenetischer Endothelzellen Thrombozyten über 
Adhäsionsmoleküle zu binden.  
Vergleichbare Beobachtungen wurden bei der Analyse der Interaktion von Leukozyten mit 
dem Tumorendothel gemacht. Auch hier stellte sich heraus, dass derartige Interaktionen  
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aufgrund unzureichender Expression von Oberflächenrezeptoren vermindert sind (Dellian et 
al., 1995; Jain et al., 1996; Dirkx et al., 2003). Dieser Mangel an spezifischen 
Adhäsionsmolekülen ist möglicherweise ein Schutzmechanismus des Tumors vor einer 
Schädigung der Mikrozirkulation durch Thrombozyten und Leukozyten.  
 
Bei der intravitalmikroskopischen Charakterisierung des A-Mel-3 Melanoms durch Asaishi et 
al. wurden mit dem Auftreten nekrotischer Areale im Tumorzentrum große Konglomerate in 
den neu gebildeten Gefäßen beobachtet, die den Blutfluss teilweise vollständig blockierten. 
Diese Konglomerate wurden von den Autoren als Thrombozytenaggregate interpretiert 
(Asaishi et al., 1981). Spätere ultrastrukturelle Untersuchungen desselben Tumors konnten 
diese Beobachtung jedoch nicht stützen. Es wurden nur vereinzelt adhärente Thrombozyten 
im Bereich von Endothellücken und kleine Aggregate gesehen, welche zu keinem Verschluss 
der Gefäßlumina führten (Endrich et al., 1988). Diese neueren Ergebnisse decken sich mit der 
vorliegenden Arbeit. Auch hier konnten zu Ausgangsbedingungen keine relevanten 
Thrombozyten-Endothelinteraktionen in der Tumormikrozirkulation nachgewiesen werden.  
 
Die Analyse der Thrombozyten-Endothelinteraktionen erfolgte in vivo anhand zweier 
verschiedener Protokolle, die eine Differenzierung zwischen akuten Effekten und Effekten 
nach wiederholter Therapie erlauben. Hierbei zeigten sich interessanterweise entscheidende 
Unterschiede in Abhängigkeit vom Behandlungsschema. So führten sowohl unbeladene 
kationische Liposomen als auch EndoTAG®-1 unmittelbar nach Infusion zu einer akuten 
Steigerung der Thrombozytenadhärenz. Dagegen war eine anhaltende Induktion von 
Thrombozyten-Endothelinteraktionen nach wiederholter Therapie nur für EndoTAG®-1 zu 
verzeichnen. Auch das intravasale Verteilungsmuster der Thrombozyten war  unterschiedlich. 
Während es unter akuten Versuchsbedingungen zu einer homogenen Adhärenz einzelner 
Thrombozyten im gesamten Tumorgefäßsystem kam, waren nach wiederholter Therapie 
umschriebene Thrombosen nachweisbar. Die Ergebnisse lassen die Folgerung zu, dass die 
beobachtete Interaktion der Thrombozyten mit dem Endothel auf verschiedenen Wegen 
vermittelt wird.  
 
Wie bereits zuvor erwähnt sind kationische Liposomen eventuell aufgrund ihrer Ladung in 
der Lage an Thrombozyten zu binden (Eichhorn et al., 2004b). In dieser Arbeit wurde zudem 
deutlich gemacht, dass es dabei zu einer Aktivierung der Thrombozyten in vitro kommt. 
Diese Eigenschaften könnten erklären warum kationische Liposomen nach Anreicherung im 
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Tumorgefäßsystem unabhängig von der Enkapsulierung von Paclitaxel eine akute Interaktion 
zirkulierender Thrombozyten mit dem Endothel bewirken. Hierfür spricht auch das homogene 
Verteilungsmuster der Thrombozyten unter akuten Therapiebedingungen. Die Untersuchung 
von Tumor-Gefrierschnitten mittels Laser-Scanning-Mikroskopie konnte zeigen, dass dieses 
im Wesentlichen die gleichmäßige Verteilung Fluoreszenz-markierter Liposomen im 
Tumorgefäßsystem am Ende der Infusion widerspiegelt. Eine direkte Kolokalisation der 
Thrombozyten mit den Liposomen konnte aufgrund der einheitlichen Auskleidung aller 
Tumorgefäße mit den liposomalen Wirksubstanzen zumindest bei der hier verwendeten 
Dosierung allerdings nicht nachgewiesen werden.  
 
Zur Klärung der Effekte nach wiederholter Therapie sollte eine Beeinflussung durch direkte 
Interaktion der Thrombozyten mit den Wirksubstanzen ausgeschlossen werden. Hierzu 
wurden die Messungen im Abstand von 24 Stunden nach der letzten Infusion durchgeführt, da 
gezeigt werden konnte, dass kationische Liposomen nach diesem Zeitraum nicht mehr in der 
Zirkulation nachweisbar sind (Schmitt-Sody et al., 2003). Das Fehlen einer relevanten 
Thrombozytenadhärenz nach wiederholter Therapie mit unbeladenen Liposomen legt nahe, 
dass es sich bei den zuvor beschriebenen Thrombozyten-Endothelinteraktionen tatsächlich um 
ein akutes Phänomen handelt. Eine dauerhafte Interaktion kann dagegen durch Liposomen 
alleine nicht induziert werden. Die im Vergleich hierzu signifikant erhöhte Anzahl von 
Mikrothrombosen, welche nach wiederholter Infusion von EndoTAG®-1 beobachtet wurde, 
ist demnach am ehesten auf eine Wirkung des enkapsulierten Paclitaxel zurückzuführen. 
Ausgangspunkt hierfür könnte die zuvor nachgewiesen Schädigung des Tumorendothels mit 
Induktion von Endothelzellapoptosen durch EndoTAG®-1 darstellen (Strieth et al., 2004). Die 
entscheidende Bedeutung solcher Endothelläsionen für die Entstehung von Thrombosen in 
vivo wurde erst kürzlich erneut bestätigt (Kiyomura et al., 2006). Pathophysiologisch kommen 
hierbei verschiedene Mechanismen zum Tragen. Einerseits werden durch die Schädigung des 
Endothels Komponenten der subendothelialen Matrix freigelegt, welche eine direkte 
Aktivierung und Adhärenz von Thrombozyten bewirken (Chen and Lopez, 2005). 
Andererseits wird die Produktion aggregationshemmender Faktoren wie z.B. von 
Stickstoffmonoxid und Prostacyclin durch Zerstörung der Endothelzellen vermindert (Jin et 
al., 2005).  
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In Abbildung 27 sind die unterschiedlichen Mechanismen, welche nach antivaskulärer 
Therapie mit EndoTAG®-1 zu einer gesteigerten Thrombozytenadhärenz führen könnten, 
schematisch dargestellt.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 27: Schematische Darstellung möglicher Thrombozyten-Endothelinteraktionen nach 
Therapie mit EndoTAG®-1. Eine akute Thrombozytenadhärenz könnte unmittelbar durch eine 
Bindung und Aktivierung zirkulierender Thrombozyten an endothelständige kationische 
Liposomen vermittelt werden. Dagegen scheinen nach wiederholter Therapie durch das 
enkapsulierte Paclitaxel verursachte Endothelläsionen eine wesentliche Rolle bei der 
Entstehung intravasaler Thrombosen zu spielen.   
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Betrachtet man die deutlichen Unterschiede zwischen akuten Therapieeffekten und Effekten 
nach wiederholter Therapie im Hinblick auf die Induktion von Thrombozyten-
Endothelinteraktionen und die Entstehung intratumoraler Thrombosen, so zeichnen sich 
eindeutige Parallelen zu den zuvor dargestellten mikrozirkulatorischen Veränderungen im 
Tumor ab. Die vorübergehende Aktivierung und Adhärenz von Thrombozyten auch durch 
unbeladene kationische Liposomen allein könnte die Ursache für die beobachtete akute 
Beeinträchtigung der Tumormikrozirkulation in dieser Kontrollgruppe sein, trotz fehlender 
Enkapsulierung von Paclitaxel. Hierdurch ließe sich auch erklären, warum unbeladene 
Liposomen in vorausgegangen Studien eine geringe antitumorale Wirkung aufwiesen 
(Schmitt-Sody et al., 2003; Strieth et al., 2004). Die kurzfristig auftretende Verringerung der 
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Tumorperfusion im Anschluss an die Infusion von kationischen Liposomen könnte im 
Rahmen einer wiederholten Therapie durchaus zu einer gewissen Verzögerung des 
Tumorwachstums führen. Eine längerfristige Unterbrechung des intratumoralen Blutflusses 
und eine damit einhergehende signifikante Hemmung der Tumorproliferation wurden 
dagegen nur nach Enkapsulierung von Paclitaxel beobachtet. Dieses Phänomen lässt sich gut 
mit den ebenfalls ausschließlich in dieser Therapiegruppe nachgewiesenen thrombotischen 
Gefäßverschlüssen vereinbaren. 
 
2.4 Tumorselektive Wirkung von EndoTAG®-1  
 
Bei der Erprobung neuartiger Therapeutika in klinischen Studien steht anfänglich die Frage 
nach der Verträglichkeit des Präparates im Vordergrund. Eine ernstzunehmende 
Nebenwirkung, die gerade im Rahmen antivaskulärer Therapiestrategien von Bedeutung ist, 
stellt die generalisierte Aktivierung des hämostatischen Systems mit disseminierter 
intravasaler Gerinnung und thromboembolischen Komplikationen dar. Derartige 
unerwünschte Reaktionen sind für einige Angiogeneseinhibitoren, insbesondere in 
Kombination mit traditionellen Chemotherapeutika, beschrieben worden (Marx et al., 2002). 
So entwickelten 8 von 19 Patienten (42%) mit fortgeschrittenen soliden Tumoren in einer 
Phase I Studie unter Therapie mit SU 5416, einem kleinmolekularen Tyrosinkinase-Inhibitor  
des VEGF-Rezeptors Typ 2, in Verbindung mit Cisplatin und Gemcitabin signifikante 
Thromboembolien (Kuenen et al., 2002; 2003). Dieses alarmierende Ergebnis führte zum 
frühzeitigen Abbruch der Studie. Auch der bislang viel versprechende monoklonale VEGF-
Antikörper Bevacizumab (Avastin TM) führte bei gleichzeitiger Chemotherapie in 
verschiedenen Studien zu einem signifikant erhöhten Risiko für die Entwicklung arterieller 
Thrombosen (Skillings et al., 2005).  
Aufgrund dieser Erfahrungen sollte in der vorliegenden Arbeit die antivaskuläre Therapie mit 
EndoTAG®-1 auch in Bezug auf die Tumorselektivität der erzielten Effekte evaluiert werden. 
Hierzu wurden vergleichende Messungen im Tumor und im umgebenden Normalgewebe 
bzw. in Rückenhautkammern ohne Tumor durchgeführt. Es zeigte sich, dass die frühe 
Induktion einer Thrombozyten-Endothelinteraktion ebenso wie die Entstehung intravasaler 
Thrombosen nach wiederholter Therapie ausschließlich im Tumorgefäßsystem, nicht jedoch 
in den Kapillaren des Rückenhautmuskels auftreten. Dieses Ergebnis spiegelt sich in den 
Veränderungen der Mikrozirkulation wider. So ist die akute Beeinträchtigung 
mikrohämodynamischer Messparameter ebenfalls streng auf den Tumor begrenzt. Die zuvor 
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nachgewiesene Tumorselektivität der Verteilung von EndoTAG®-1 nach systemischer 
Infusion (Schmitt-Sody et al., 2003) gilt folglich auch für dessen therapeutische Wirkung.  
 
Trotz der guten Tumorselektivität und Verträglichkeit von EndoTAG®-1 in vorklinischen 
Studien kann das Auftreten thromboembolischer Komplikationen nicht vollständig 
ausgeschlossen werden. Eine Kontrolle des Gerinnungssystems mit Identifizierung von 
Hochrisiko-Patienten und einem frühzeitigen Nachweis prothrombotischer Veränderungen 
erscheint daher beim klinischen Einsatz von EndoTAG®-1 sinnvoll. Hierfür ist die 
Entwicklung geeigneter Monitoring-Verfahren von großem Interesse. Erst kürzlich wurden 
diesbezüglich verschiedene Vorschläge publiziert (Unruh et al., 2005; Ma et al., 2005). So 
konnte beispielsweise anhand der Bestimmung von Thrombin-Antithrombin-Komplexen 
(TAT), löslichem Fibrin und Antithrombin III im Plasma sowie der Leukozyten- und 
Thrombozytenzahlen im Blut eine systemische Aktivierung des hämostatischen Systems in 
Mäusen valide vorausgesagt werden. Mit Hilfe derartiger Marker ist in Zukunft vielleicht 
auch eine einfache Überwachung antivaskulärer Therapien im klinischen Alltag möglich. 
Erste Erfahrungen am Patienten liefern bislang erfreulicherweise keinen Anhalt für das 
Auftreten unerwünschter Gerinnungsphänomene unter Therapie mit EndoTAG®-1 (Kliche et 
al., 2006).  
 
2.5 Ausblick 
 
Antivaskuläre Therapien haben in den letzten Jahren einen zunehmenden Stellenwert bei der 
Behandlung von Malignomen, aber auch anderen pathologischen Zuständen, die mit einer 
Proliferation von Blutgefäßen einhergehen, eingenommen (Folkman, 1995). Ein Grund 
hierfür dürfte unter anderem in der vielseitigen Einsetzbarkeit dieser Therapieform liegen. So 
sind antivaskuläre Wirkstoffe im Gegensatz zu vielen herkömmlichen Chemotherapeutika 
nicht nur gegen einige wenige Tumorarten wirksam, sondern potentiell gegen alle 
Tumorentitäten (Denekamp, 1999). Auch für EndoTAG®-1 wurde eine präklinische 
Wirksamkeit gegen eine große Bandbreite solider Tumore nachgewiesen (MediGene AG, 
Pressemitteilung 08.11.2004). 
Trotz der unbestrittenen Forschritte, die seit Einführung der Antiangiogenese (Folkman, 
1971) und des Vascular Targeting (Denekamp, 1990) erzielt wurden, besteht auch weiterhin 
ein großer präklinischer Forschungsbedarf, um den Therapieerfolg in der Klinik zu optimieren 
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und aufkommende Probleme, wie zum Beispiel die Entwicklung von Therapieresistenzen zu 
antizipieren und zu lösen (Eichhorn et al., 2004a; Ferrara and Kerbel, 2005).  
 
Während die antivaskuläre Wirkung von EndoTAG®-1 in der vorliegenden Arbeit unmittelbar 
durch intravitalmikroskopische Untersuchungen der Tumormikrozirkulation aufgezeigt 
werden konnte, gestaltet sich ein solcher Nachweis am Patienten schwierig (Kerbel and 
Folkman, 2002; Tozer, 2003). Gerade beim klinischen Einsatz ist es aber besonders wichtig, 
das Ansprechen auf eine antivaskuläre Therapie abschätzen zu können, um die Behandlung zu 
verbessern und gegebenenfalls „Non-Responder“ frühzeitig zu identifizieren. Eine direkte 
Beuteilung der Gefäße unter antivaskulärer Therapie am Menschen ist nur in manchen Fällen 
durch histologische Analysen von Tumorbiopsien möglich. Aus diesem Grund gewinnen 
nicht-invasive bildgebende Verfahren, mit denen der intratumorale Blutfluss als 
Surrogatmarker für den Zustand des Tumorgefäßsystems gemessen werden kann, zunehmend 
and Bedeutung (Pahernik et al., 2001; Anderson et al., 2003; Stucker et al., 2006). Kürzlich 
konnte auch beim Vascular Targeting mit EndoTAG®-1 der Nutzen von DCE-MRT 
Untersuchungen (dynamische kontrastverstärkte Magnetresonanztomographie) für diesen 
Zweck bestätigt werden  (Eichhorn et al., 2006). 
Ebenfalls von großer Bedeutung, insbesondere im Hinblick auf die zuvor erwähnte 
Resistenzentwicklung unter antivaskulärer Therapie (Kerbel et al., 2001; Sweeney et al., 
2003), ist die Frage nach der optimalen Dosierung und Therapiedauer. In den letzten Jahren 
wurde zunehmend der Vorteil eines so genannten metronomischen Behandlungsschemas, 
welches eine gleichmäßige Therapie in niedriger Dosierung vorsieht, diskutiert (Browder et 
al., 2000a; Gately and Kerbel, 2001). Auch in der vorliegenden Arbeit wurden deutliche 
Unterschiede der Therapieeffekte in Abhängigkeit vom Behandlungsschema beobachtet. In 
einer weiterführenden Studie wurde die Bedeutung dieses Phänomens genauer untersucht. Es 
zeigte sich, dass die metronomische Applikation von EndoTAG®-1 im Vergleich zu einer 
hoch dosierten Therapie eine signifikante Steigerung der antitumoralen Wirkung gegenüber 
Lewis-Lungenkarzinomen zur Folge hat (Lüdemann et al., 2006). Die in der vorliegenden 
Studie verwendete Dosierung von 5 mg Paclitaxel/ kg KG entspricht den Ergebnissen einer 
kürzlich erschienenen Publikation, bei der die optimale Dosis für eine metronomische 
Therapie von soliden Tumoren mit einer Cremophor EL freien Paclitaxelformulierung (ABI 
007) zwischen 3 und 10 mg/kg KG lag (Ng et al., 2006).  
Bei der Konzeption klinischer Studien mit EndoTAG®-1 sollten diese Erkenntnisse 
berücksichtigt werden.  
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Derzeit befindet sich EndoTAG®-1 in einer Phase II Studie in Kombination mit Gemcitabin 
zur Ersttherapie von Patienten mit fortgeschrittenen Pankreastumoren (Kliche et al., 2006). 
Eine vorläufige Zwischenanalyse mit den Daten von 73 Patienten konnte das gute 
Sicherheitsprofil von EndoTAG®-1 in vorausgegangenen Studien bestätigen. Zudem bestehen 
erste Anhaltspunkte für eine gesteigerte Wirksamkeit der Kombinationstherapie 
(Ansprechrate 67%) im Vergleich zur Monotherapie mit Gemcitabin (Ansprechrate 50%).  
Die Daten sind zu diesem Zeitpunkt aufgrund der noch geringen Fallzahl allerdings statistisch 
nicht aussagekräftig. Die Endergebnisse der Studie werden für 2008 erwartet.  
Seit April 2007 läuft eine weitere Phase II Studie zum Einsatz von EndoTAG®-1 bei 
Patientinnen mit hormonunabhängigem Brustkrebs (Triple receptor negative breast cancer). 
Ziel der Studie ist es, neben der Sicherheit und Verträglichkeit von EndoTAG®-1 vor allem 
dessen Wirksamkeit bei dieser Indikation zu untersuchen. Der Abschluss dieser 
Multizenterstudie ist für das Jahr 2009 geplant (MediGene AG, Pressemitteilung 13.04.2007). 
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V Zusammenfassung  
 
Antivaskuläre Tumortherapien haben in den letzten Jahren zunehmend an Bedeutung 
gewonnen. Das Konzept des Vascular Targeting sieht hierbei eine gezielte Destruktion des 
existierenden Tumorgefäßsystems vor mit dem Ziel, die Tumorzellen durch eine 
Unterbrechung ihrer nutritiven Versorgung zu zerstören. Um dieses Konzept ohne 
schwerwiegende Nebenwirkungen zu realisieren, bedarf es Wirksubstanzen, die nach 
systemischer Gabe selektiv das Tumorendothel schädigen. Paclitaxel enkapsuliert in 
kationische Liposomen (EndoTAG®-1) verfügt über derartige Targeting-Eigenschaften und 
führt nach wiederholter Gabe zu einer signifikanten Beeinträchtigung der Tumor-
mikrozirkulation mit nachfolgender Reduktion des Tumorwachstums. Eine mögliche 
Erklärung für die beobachteten Effekte stellt die Aktivierung von Thrombozyten mit 
Entstehung intratumoraler Thrombosen dar. Ziel dieser experimentellen Studie war es daher, 
die Thrombozytenfunktion und die Thrombozyten-Endothelinteraktionen beim Vascular 
Targeting mit EndoTAG®-1 zu quantifizieren und im Hinblick auf eine Tumorselektivität der 
Therapie zu evaluieren.  
 
Hierzu wurde zunächst in vitro der Aktivierungszustand von Thrombozyten nach Stimulation 
mit unbeladenen Liposomen oder EndoTAG®-1 durchflusszytometrisch analysiert. 
Anschließende Untersuchungen der Mikrozirkulation und der Thrombozyten-Endothel-
interaktion erfolgten in vivo mittels intravitaler Fluoreszenzmikroskopie am Modell der 
transparenten Rückenhautkammer des Syrischen Goldhamsters. Als Tumorzelllinie diente das 
amelanotische Melanom A-Mel-3. Die Visualisierung der Mikrozirkulation erfolgte durch 
intravenöse Applikation von Tetramethylrodamin-Dextran. Zur Darstellung der 
Thrombozyten-Endothelinteraktion wurden syngene Thrombozyten ex vivo mit dem 
Fluoreszenzfarbstoff Carboxifluoreszeindiazetat-Succinimidylesther markiert und zu 
Versuchsbeginn den Versuchstieren transfundiert. In einer ersten in vivo Versuchsreihe 
wurden die akuten Effekte einer Therapie mit EndoTAG®-1 untersucht. Die Kontrollgruppen 
erhielten unbeladene kationische Liposomen oder konventionelles Paclitaxel (Taxol®). Die 
Messungen erfolgten zu Ausgangsbedingungen und unmittelbar nach 90-minütiger Infusion 
der Therapiesubstanzen. Durch gleichzeitige Beobachtung von nativen Gefäßen der 
Rückenhautmuskulatur war ein Vergleich mit einer intrinsischen Normalgewebekontrolle 
möglich. In einer zweiten in vivo Versuchsreihe wurden die Effekte einer wiederholten 
Therapie mit EndoTAG®-1 auf die Thrombozyten-Endothelinteraktion im Tumor analysiert. 
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Als Kontrolle dienten Tiere, die mit unbeladenen Liposomen therapiert worden waren. Die 
intravitalmikroskopischen Messungen erfolgten 24 Stunden nach 3-maliger Infusion der 
Wirksubstanzen an den Tagen 5, 6, und 7 nach Tumorzellimplantation. Zur Beurteilung der 
Tumorselektivität von EndoTAG®-1 wurden Tiere ohne Tumor in der Kammerpräparation als 
Normalgewebekontrolle untersucht.  
 
Die in vitro Versuche zeigten, dass sowohl eine Stimulation mit EndoTAG®-1 als auch mit 
unbeladenen Liposomen zu einer starken Aktivierung von Thrombozyten führt. Ebenso 
konnte in beiden Gruppen in vivo eine signifikant erhöhte akute Thrombozytenadhärenz bei 
gleichzeitig reduziertem Thrombozytenflux im Vergleich zu Ausgangsbedingungen und einer 
Therapie mit Taxol beobachtet werden. Die Evaluation der Mikrozirkulationsparameter unter 
akuten Therapiebedingungen ergab für EndoTAG®-1 und für unbeladene Liposomen eine 
signifikante Reduktion der funktionellen Gefäßdichte und des mikrozirkulatorischen 
Perfusionsindexes verglichen mit den Ausgangswerten und der mit Taxol therapierten 
Gruppe. Der Vergleich mit den Gefäßen des Normalgewebes offenbarte, dass es sich hierbei 
um tumorselektive Effekte handelt. Histologisch konnte der zuvor intravitalmikroskopisch 
gewonnene Befund einer diffus gesteigerten Thrombozytenadhärenz im gesamten 
Tumorgefäßsystem nach Infusion von unbeladenen Liposomen oder EndoTAG®-1 bestätigt 
werden. Die Wirksubstanzen waren hierbei ebenfalls gleichmäßig entlang des 
Tumorgefäßendothels verteilt. 
Nach wiederholter Therapie offenbarte sich in der Intravitalmikroskopie dagegen ein anderes 
Bild. Die mehrfache Gabe von EndoTAG®-1 führte auch noch 24 Stunden nach der letzten 
Infusion zu einer signifikant erhöhten Thrombozytenadhärenz selektiv im Tumorgefäßsystem. 
Die Verteilung der Thrombozyten war hierbei weniger diffus, sondern konzentrierte sich auf 
umschriebene Gefäßabschnitte bis hin zur Entstehung kompletter Mikrothrombosen. In der 
Kontrollgruppe, die mit unbeladenen Liposomen therapiert worden war, konnten dagegen 
keine wesentlichen Thrombozyten-Endothelinteraktionen verzeichnet werden.  
 
Die Ergebnisse dieser Studie erlauben folgende Schlussfolgerungen:  
Die Aktivierung von Thrombozyten mit Induktion von Thrombozyten-Endothelinteraktionen 
in der Tumorneovaskularisation scheint eine entscheidende Rolle beim Vascular Targeting 
mit EndoTAG®-1 zu spielen. Hierbei muss zwischen akuten Vorgängen und Effekten nach 
wiederholter Therapie unterschieden werden. Während selbst unbeladene kationische 
Liposomen bereits nach einmaliger Infusion eine akute Interaktion von Thrombozyten mit 
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dem Endothel der Tumorgefäße vermitteln können, wird eine dauerhafte Thrombozyten-
adhärenz mit Ausbildung von Mikrothrombosen nur durch die Enkapsulierung von Paclitaxel 
und eine wiederholte Infusion der Wirksubstanz erreicht. Dieser Unterschied beruht 
möglicherweise auf einer stärkeren Schädigung der Tumorgefäße mit Entstehung von 
umschriebenen Endothelläsionen. Die thrombogene Wirkung von EndoTAG®-1 ist hierbei 
streng auf den Tumor begrenzt. Diese Tumorselektivität ist insbesondere im Hinblick auf die 
Verträglichkeit von EndoTAG®-1 bei dessen klinischen Anwendung von Bedeutung.  
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